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RESUMEN

El sistema de autoincompatibilidad (Al) en las plantas es un mecanismo que
favorece y mantiene la diversidad genética dentro de una especie. Este sistema se
regula por un Jocus multialélico denominado locus S. En el sistema de Al
gametofitica presente en las familias Solanaceae, Rosaceae y Scrophulariaceae,
la determinante masculina es una proteina con caja F, la SLF, mientras que la
determinante femenina es un glicoproteina de secrecion que tiene actividad de
ribonucleasa, la S-RNasa. Sin embargo, se requieren otros genes, no ligados al
locus S, para que la respuesta de Al se lleve a cabo. Estos genes son conocidos
como genes modificadores, de los cuales sélo se han identificado a HT-B y a
120K.

Los individuos que aceptan y rechazan su propio polen de una poblacion
hibrida segregante sirvieron para realizar un analisis de expresién diferencial por
la técnica de amplificacion de fragmentos de polimorficos en longitud de cDNA. En
el analisis de la secuencia de un cDNA completo se identificé un marco de lectura
abierto que codifica para una tiorredoxina tipo h (Trx h), denominada NaTrxh. Los
datos bioquimicos y filogenéticos realizados en este trabajo muestran que la
NaTrxh pertenece al subgrupo Il de las Trx h.

Para conocer la funcion que desempefa la NaTrxh en los estilos de N.
alata, se identificaron las proteinas cuyos disulfuro se reducen con esta
tiorredoxina. Se encontré que la S-RNasa es reducida in vitro por la NaTrxh en
forma alelo S-inespecifica. También se encontré que estas proteinas interaccionan
fuertemente in vitro, independientemente de la presencia de los grupos tiol.

Se propone que la reducciéon de la S-RNasa es posible que ocurra in vivo,
ya que se demostré que la NaTrxh se secreta a la matriz extracelular del tejido de
transmision de los estilos de N. alata, donde colocaliza con la S-RNasa. Los
experimentos de expresion transitoria de la proteina de fusion NaTrxh:GFP en las
hojas de N. benthamiana y de Arabidopsis thaliana demuestran que la secuencia
de la NaTrxh contiene la informacion necesaria para su secrecion.

Las Trx h del subgrupo Il se caracterizan por tener una extension no
conservada en el amino terminal, cuya funcién aun no se conoce. La mutante
NaTrxhANa, que carece de los primeros 16 aminoacidos, aun mantiene su
caracter secretor ya que puede ser expresada transitoriamente fusionada a GFP
en hojas de A. thaliana. Sin embargo, la mutante NaTrxhANf, cuyo amino terminal
esta truncado en Pro-27, se acumula en el citoplasma. Estos datos sugieren que la
NaTrxh contiene un péptido senal 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 podria estar involucrada en el rechazo del
polen S-especifico 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
citotdxico sobre los tubos polinicos incompatibles.



ABSTRACT

Self-incompatiblity (Sl) is a mechanism that promotes genetic diversity within
species. Sl 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 Jocus, are required for the Sl 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 Il 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 Il Trx h are characterized by possessing a non-conserved N-terminal
extension; however, its function is not clear. We generated two different mutants: (1)
NaTrxhANa, with the first 16 N-terminal residues deleted and (2) NaTrxhANB, whose
deletion includes until the Pro-27 residue. NaTrxhANa is secreted to the extracellular
space when it fused to GFP in A. thaliana leaves, while NaTrxhANf 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.



|. INTRODUCCION

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 caliz (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 estan formados por el flamento y
la antera, que es donde se lleva a cabo la produccion 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).

(gineceo)
Estambre_(
(androceo)
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(caliz)
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Ovario—— &
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Figura 1. Estructura de una flor completa y perfecta, como lo es la de Arabidopsis thaliana (A). B.
Estructura de los estambres (6rganos sexuales masculinos). Formados por el filamento y la antera,
gue es donde se producen los granos de polen. C. Estructura del pistilo (6rgano sexual femenino).
Formado por el ovario, el estilo y el estigma. Se muestra un acercamiento del estigma, donde
pueden apreciarse las papilas estigmaticas, lugar a donde llegan y en donde germinan los granos
de polen.




El proceso de polinizaciéon abarca desde el momento en que se libera el
grano de polen de las anteras hasta la liberacion de las células espermaticas para
que se lleve a cabo la fecundacion del 6vulo (Bhojwani y Bhatnagar, 1999). Este
proceso involucra una gran cantidad de eventos. Una vez que el grano de polen
llega a la superficie estigmatica (Figuras 1C y 2), éste germina. El tubo polinico
corresponde a la célula vegetativa y contiene a la célula generatriz o a las células
esperméticas. Este tubo crece entre las células a lo largo del tejido de transmisién
del estilo (Figura 2) hasta que alcanza la zona del ovario, donde encontrara al
micropilo. Finalmente, los nucleos espermaticos son liberados para que se lleve a
cabo el evento de la doble fecundacién, tipica de las angiospermas (Bhojwani y
Bhatnagar, 1999).

A B

Granos de polen

Tejido de

transmision *~Tubos polinicos

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

El proceso de polinizacion involucra una red de interacciones polen-pistilo
que, en primera instancia, a nivel estigmatico permiten el reconocimiento del grano
de polen y, en muchos casos, su hidratacion para que pueda germinar. Las
interacciones polen-pistilo contindan durante todo el recorrido del tubo polinico por
la matriz extracelular del tejido de transmision 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 quimiotacticos que permiten un



crecimiento direccional del tubo polinico (Cheung y Wu, 2001; Higashiyama et al.,
2001). De igual manera, existen proteinas involucradas en el reconocimiento
celular que permiten o evitan que el grano de polen germine o que el tubo polinico
siga creciendo.

Uno de los eventos de interaccion polen-pistilo es el que han desarrollado
muchas plantas y que promueve la fecundacion 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 fendmeno se le conoce como
autoincompatiblidad sexual (Al) (Kachroo et al., 2002; Kao y Tsukamoto, 2004;
Takayama e Isogai, 2005; McClure y Franklin-Tong, 2006).
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. POIen Tubo polinico—
(proveniente de planta SaSb) ‘/
® O -~ Estilo
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Proveniente de planta 5xSx transmisian
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Figura 3. La autoincompatibilidad (Al) promueve la fecundacion cruzada. A. Una planta con
genotipo S,S;, aceptara granos de polen provenientes de una planta con un genotipo S diferente (e.
0. SS,) y rechazara su propio polen (S, 6 Sp) y viceversa. B. En algunos casos, el crecimiento del
tubo polinico es inhibido en el tejido de transmisién del estilo en una cruza Al, mientras que en una
cruza compatible, éste crece hasta alcanzar los évulos que se localizan en el ovario.



La Al es uno de los sistemas mas importantes utilizados por muchas
angiospermas que evitan la autopolinizacion (Figura 3A), promoviendo asi la
generacion y el mantenimiento de la diversidad genética dentro de una especie
(de Nettancourt, 2001). La respuesta de Al es un proceso que permite el
reconocimiento y discriminacion del polen propio del que no lo es, seguido de una
inhibicion selectiva del desarrollo del polen (o tubo polinico) propio (Figura 3B). La
Al se define como la incapacidad de una planta fértil hermafrodita de producir
cigotos después de la autopolinizacion (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
polinizacién 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 Udltima determinante es el

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

Locus S
(~ 320 kb)
Determinante Determinante
masculina femenina

o} Q

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



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 si, sugiriendo que la Al ha surgido varias
veces a lo largo de la evolucion en distintos linajes de las angiospermas (de
Nettancourt, 2001; Takayama e Isogai, 2005).

Existen dos sistemas homomorficos de Al descritos: el esporofitico y el
gametofitico. 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-Garcia y
McClure, 2001).

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

Familia Tipo de Al Determinante & Determinante ¢
Brassicaceae Esporofitico SCR SRK
Solanaceae, Rosaceae, Gametofitico SLF S-RNasa
Scrophulariaceae
Papaveraceae Gametofitico .? Proteina-S

1.2. Autoincompatibilidad esporofitica

Tanto la determinante de especificidad femenina como masculina se
identificaron primero en el sistema de Al esporofitico en Brassicaceae (Tabla 1),
siendo éste el Unico mecanismo cuya interaccion entre las determinantes alélicas
ha sido establecida y en el que se ha podido proponer el mecanismo de respuesta
al existir una interaccién entre productos S con el mismo haplotipo (Takayama e
Isogai, 2005).



En plantas autoincompatibles de la familia Brassicaceae, los tubos polinicos
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 hidratacion del grano de polen, o en su caso, en la rapida inhibicién
del crecimiento del tubo polinico en la superficie estigmatica (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 nucledtidos de SRK predice una proteina con un dominio
extracelular, un dominio Unico transmembranal y un dominio citoplasmico (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 intron del gen (Stein et al., 1991).

La proteina SRK se expresa especificamente en la epidermis del estigma,
su transcrito se acumula a lo largo de la maduracion de los estigmas (Stein et al.,
1991, 1996). Los alelos de SRK pueden presentar hasta un 35% de divergencia a
nivel de aminoacidos (Stein et al., 1991; Nishio y Kusaba, 2000; Kusaba et al.,
2001).

En el locus S se encuentra codificada otra proteina que no determina la
especificidad en la respuesta de Al pero que parece tener una funcién en la
respuesta del rechazo del polen (Takayama e Isogai, 2005). Esta proteina es
denominada SLG (glicoproteina del locus S) y su aislamiento facilito la clonacién
de SRK (Nasrallah et al., 1985). SLG es un gen polimdrfico 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 proteina
abundante en la composicion de la pared celular de las células papilares
(Kandasamy et al., 1989).



Existe evidencia experimental que indica claramente que SLG no es
absolutamente requerida para la respuesta de Al (Silva et al., 2001). Ademas, si
SLG fuera necesaria para la Al, seria de esperarse que todas las especies Al 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 si mismas o0 pueden ser estabilizadas por sus
moléculas correspondientes de eSRK (Takayama e Isogai, 2005).

La especificidad masculina esta dada por la proteina rica en cisteina 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
esta asociado al haplotipo S, se expresa especificamente en las anteras y codifica
para una proteina basica de 50 a 59 aminoéacidos (Takayama e Isogai, 2005). Por
inmunocitoquimica se ha encontrado que esta proteina 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-especifico en Brassica (Schopfer et al., 1999; Shiba et
al., 2001). En ensayos de polinizacion, ademas, al pretratar a las células de las
papilas estigmaticas con SCR recombinante del mismo haplotipo S, se inhibe la
hidratacion del polen compatible (Takayama et al., 2000, 2001; Kachroo et al.,
2001), es decir, bajo este estimulo la sefal para el rechazo del polen se activa en
las células estigmaticas.

La localizacién subcelular de SRK y de SCR, sus secuencias y otras
evidencias experimentales demuestran que ambas proteinas actian como
receptor-ligando, respectivamente, en la respuesta de Al. Una prediccion en este
modelo es que SCR es el ligando de SRK y que la especificidad de la respuesta
de Al es producto de la unién de estos dos y/o la activacion de SRK. La unién
haplotipo S-especifica 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 estigmaticas, SRK se



autofosforila. Por otro lado, se mostré que SRK se autofosforlia 60 min después de
una autopolinizacién (Cabrillac et al., 2001), probablemente por la fosforilacion
cruzada de los dominios de cinasa entre dos moléculas de SRK (Giranton et al.,
2000). La activacion de SRK involucra también una oligomerizacion del receptor.
La fosforilacion de la proteina 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).
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Figura 5. Modelo para la percepcion de la sefial y su efecto en la respuesta de Al cuando los
haplotipos S de SRK y SCR coinciden. SRK (color rojo obscuro) se muestra atravesando la
membrana plasmatica (linea punteada) de la epidermis de la célula papilar del estigma, con el
dominio de cinasa (circulo rojo obscuro) hacia el citoplasma y su ectodominio extendiéndose hacia
la pared celular (area gris). ARC1 se muestra en verde ocre so6lo con su caja U en verde mas claro.
La fosforilacion se indica con “P” encerrada en un circulo. Las tiorredoxinas (THX) (turquesa), se
encuentran asociadas al dominio de cinasa de SRK solo en ausencia del ligando. Se representa a
un inhibidor de la respuesta de Al (hexagono azul) como posible blanco de ubiquitinacion. Las
flechas delgadas y las interrogaciones indican componentes no conocidos de la transduccién de
sefiales, la cual parece terminar con la modificacion de la membrana o pared celular de la papila en
el sito de contacto con el polen propio (modificado de Kachroo et al., 2002).
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Se encontré0 que la SRK recombinante esta siempre fosforilada in vitro
(Giranton et al., 2000). Esta fosforilacion se inhibe cuando es tratada con proteinas
solubles de extracto de estigmas o por una tiorredoxina tipo h (Cabrillac et al.,
2001), cuya interaccion con SRK ha sido reportada (Bower et al., 1996; Mazzurco

et al., 2001). La inhibicién de la SRK por esta tiorredoxina se detiene cuando se
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adicionan proteinas 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 Al se encuentre constitutivamente
activa (Cabrillac et al., 2001), permitiendo asi que los eventos de polinizacién
compatibles se puedan llevar a cabo.

La cascada de sefalizacion que ocurre cuando el haplotipo S de SCR
coincide con el de SRK y ambas interaccionan se muestra en la Figura 5. Aun no
se sabe bien cédmo la union SRK-SCR y la activacion de SRK son transducidos
hacia el rechazo del polen alelo S-especifico. Hasta ahora, sélo se ha identificado
a ARC1 (proteina con repeticiones tipo arm) como un componente de la
transduccion de la sefial (Gu et al., 1998).

ARC1 interacciona con la region citopladsmica de SRK (Gu et al., 1998) a
través las repeticiones que contiene hacia su carboxilo terminal. Para esta
interaccion se requiere de un dominio activo de cinasa en SRK, lo cual provoca la
fosforilacion de ARC1 in vitro (Gu et al., 1998) (Figura 5). La idea de que ARC1
participa en la polinizacion se refuerza con su expresion especifica 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 Al (Stone et al., 1999). El hecho de
gue sOlo se observe una compatibilidad parcial en estas plantas transgénicas,
podria explicarse por mRNAs residuales de ARC1 o podria indicar que ARC1 no
es el tnico sustrato de SRK (Kachroo et al., 2002).

Azevedo et al. (2001) encontraron que ARCL1 contiene una caja U, la cual
es un motivo inicialmente identificado en el factor E4 de poliubiquitinacion UFD2
en levadura (Koegl et al.,, 1999). La ubiquitinacion puede ser un proceso
importante en la transduccion de sefiales, incluyendo la modulacion de sefiales
mediadas por receptor a traves de su internalizacion y degradacion. Debido a que
ARC1 es un efector positivo de la Al, es posible que la fosforilacion de ARC1 por
SRK activo provoque su interaccion con los componentes de la maquinaria de
ubiquitinacion para que se lleve a cabo la degradacion de algun inhibidor de la
respuesta de Al (Figura 5) (Kachroo et al., 2002). Sin embargo, también es posible

qgue sea otra la funcion que lleve a cabo, ya que la ubiquitinacién es un proceso
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que también ha sido relacionado con eventos distintos a la degradacion de
proteinas, tales como dirigir proteinas a compartimentos celulares y su
reclutamiento a complejos moleculares (Wilkinson, 1999).

El resto de los componentes de la cascada de sefales aun no se han
identificado. Cuando ocurre una polinizacion incompatible, la sefal provoca la
inhibicion de la germinacién del polen o la inhibicibn muy temprana del crecimiento

del tubo polinico sobre la superficie estigmatica.

1.3. Autoincompatibilidad gametofitica

En especies con Al gametofitica pertenecientes a las familias Solanaceae,
Scrophulariaceae y Rosaceae, el locus S en el pistilo expresa una glicoproteina
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
transmision estilar (Anderson et al.,, 1989). Cuando los tubos polinicos,
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 polinizacién incompatible, las S-RNasas se comportan como
citotoxinas degradando el RNA del tubo polinico en su recorrido por el tejido de
transmision estilar (McClure et al., 1990). A diferencia de lo que ocurre en el
sistema de Al esporofitico, todos los granos de polen germinan eficientemente al
llegar al estigma, pero los tubos polinicos 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 afios se intento clonar a la determinante alélica masculina

SLF (Tabla 1). Sin embargo, sélo hasta el 2004, Sijacic et al. lograron su
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identificacion y caracterizacion en P. inflata. EI gen SLF codifica para un miembro
de la familia de proteinas con caja F. Este gen muestra especificidad alélica y
Gnicamente se expresa en el polen (Sijacic et al., 2004). Su participacion como
determinante alélica masculina fue demostrada por medio de la transformacion de
plantas homocigas SiS; y de plantas heterocigas SiS; y S;Ssz con SLF,
provocando asi que la funcién del alelo S del polen se perdiera (Sijacic et al.,
2004).

Se han clonado genes ort6logos de SLF en Antirrhinum hispanicum (Lai et
al., 2002; Qiao et al., 2004a), y se ha demostrado su participacion en el rechazo
del polen alelo S-especifico (Qiao et al., 2004b). Se ha observado que SLF
interacciona de manera inespecifica con variables alélicas de la S-RNasa, asi
como con otras proteinas, tales como ASK y proteinas similares a culina. La

hipétesis es que existe un complejo Skpl-culina-SLF (SCF3-5

) involucrado en la
degradacion de la S-RNasa “propia” (0 incompatible) por la via del proteosoma

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

1.3.1. Genes modificadores dentro del sistema de Al gametofitica en N. alata
Se sabe que en el sistema de Al gametofitico, 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 biologica 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-Garcia y McClure, 2001).
McClure et al. (2000) clasificaron estos genes modificadores en tres grupos de

acuerdo con la funcién que podrian tener en la respuesta de Al (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de los genes modificadores en el sistema de Al de acuerdo con su funcion
(McClure et al., 2000).

Genes Funcién
modificadores
Grupo | Afectan directamente la expresion de los genes S que determinan
la especificidad.
Grupo I Interaccionan genética o bioquimicamente con las determinantes
de especificidad sin afectar su expresion.
Grupo Il Poseen funciones tanto en el sistema de autoincompatibilidad

como en el proceso de fecundacion.

Los genes modificadores dentro del grupo | son aquellos factores que
regulan directamente la expresion de las determinantes alélicas. Tsukamoto et al.
(1999; 2003) describieron una poblacién silvestre de Petunia axillaries con
individuos tanto autocompatibles (AC) como autoincompatibles (Al). La mutacion
en las plantas AC afectaba la expresion de la S;3-RNasa, siendo el locus MDF el
responsable.

El grupo Il incluye a los genes modificadores involucrados en regular la
actividad biologica de las determinantes de especificidad alélica. Estos genes
tienen una unica funcién en el rechazo del polen sin otra participacién durante la
polinizacion. El primer gen modificador de este grupo que se identifico 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 proteina de 8.2 kDa rica en asparagina. Cuando se suprime su
expresion por RNA en antisentido o por RNA de interferencia (RNAI), queda claro
qgue HT-B es esencial para el rechazo del polen alelo S-especifico porque se abate
la Al 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
polinico.

El segundo gen modificador identificado del grupo Il codifica para una
arabinogalactoproteina de 120 kDa, denominada 120K (Hancock et al., 2005). La
proteina 120K interacciona con la S-RNasa in vitro (Cruz-Garcia et al., 2005) y su

14



silenciamiento en plantas trangénicas modifica el fenotipo de Al a AC, sin afectar
los niveles de S-RNasa ni el crecimiento del tubo polinico (Hancock et al., 2005).

Otro gen asociado al sistema de Al gametofitica es el factor-4936. A pesar
de que este gen no se ha clonado, se sabe que cuando esta mutado provoca que
la respuesta de Al falle en N. alata (McClure et al., 2000; Goldraij et al., 2006).

Inicialmente se habia propuesto que los factores del grupo Il eran
requeridos para la incorporacién de la S-RNasa en el tubo polinico (McClure et al.,
2000; Cruz-Garcia et al., 2003, 2005). Sin embargo, se demostr6 que en las
plantas con mutaciones en el factor-4936 o con el silenciamiento del gen HT-B 6
120K, las S-RNasas siguen incorporandose a los tubos polinicos, sean
compatibles o no (Goldraij et al., 2006).

El tercer grupo incluye genes que funcionan tanto en el rechazo del polen
como en algun otro evento de la polinizacion, es decir, tienen una funcion mas
general, formando parte de la red de interaccion polen-pistilo. Existen factores que
son candidatos para este grupo de genes modificadores, tales como la proteina
especifica del tejido de transmisién de N. alata (NaTTS), la proteina similar a
extensina Ill de pistilo (PELPII) y una quimiocianina (Napll). Estas proteinas
interaccionan in vitro con las S-RNasas y se ha propuesto que podrian estar
involucradas en el transporte de las S-RNasas a los tubos polinicos, ademas de
participar en el crecimiento del tubo polinico (McClure et al., 2000; Cruz-Garcia et
al., 2003, 2005).

1.4. Modelo para el efecto citotoxico en el sistema de Al gametofitica

Los analisis de secuencia han mostrado que los residuos importantes para
la actividad de ribonucleasa estan conservados en todas las S-RNasas que son
funcionales en el rechazo del polen (Haring et al., 1990; loerger et al., 1991). Se
hicieron experimentos en P. inflata por mutagénesis sitio-dirigida, en donde una de
las dos histidinas cataliticas fue mutada a asparagina. Las plantas transgénicas

produjeron una Sz-RNasa sin actividad de ribonucleasa y fueron incapaces de
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rechazar al polen S (Huang et al., 1994). Los resultados obtenidos por McClure et
al. (1990) muestran que el RNA es degradado en estilos cuya polinizacién era
incompatible; mientras que en estilos con tubos polinicos compatibles, el RNA
permanece intacto. Por otro lado, se demostré que una mutante de Lycopersicon
peruvianum era AC debido a que producia 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
citotoxico para el sistema de Al gametofitico 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 transmision en el estilo. La S-RNasa es incorporada al
citoplasma del tubo polinico donde ocurre la degradacion del RNA en tubos
polinicos incompatibles. Se cree que esta actividad citotoxica interfiere con el
crecimiento de los tubos polinicos incompatibles evitando la expresion del
programa genético del polen (McClure y Franklin-Tong, 2006).

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

gametofitica

Existen dos modelos que pretenden explicar como se regula la capacidad
citotoxica de las S-RNasas para la degradacion especifica del RNA del tubo
polinco 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 polinico. Este receptor permitiria la
incorporacion especifica 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 citoplasmico de la S-

RNasa, el cual inhibe especificamente 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 determind si la incorporacion de las
S-RNasas es 0 no alelo S-especifica, encontrandose que éstas son incorporadas
al tubo polinico sean o no compatibles (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006). Esta
informacion apoya al modelo para el inhibidor y sugiere que si la incorporaciéon de
las S-RNasas a los tubos polinicos requiere de un receptor (0 complejo receptor),
es posible que éste reconozca caracteristicas comunes a todas las S-RNasas
(Kao y Tsukamoto, 2004) o a algun factor del grupo Ill que estuviera
interaccionando con la S-RNasa y promoviendo dicho reconocimiento e

incorporacion (Cruz-Garcia et al., 2003).

1.5.1. Modelo para el inhibidor y sus variantes

Cuando existen dos loci S en el polen de distintos haplotipos (heteroalélico),
la funcién del polen en la respuesta de Al se pierde. Esto sucede cuando todo o
una parte critica del locus S esta duplicado o cuando una planta Al diploide, que
porta dos haplotipos S diferentes, se vuelve tetraploide (de Nettancourt, 2001).
Este fendmeno es conocido como interaccion 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 radiacién con rayos vy, se
encontré que de los granos de polen producidos por plantas mutantes AC por la
parte masculina, solo aquellos cuyo locus S es de un haplotipo diferente al del
locus S extra pierden su funcién en la Al (Golz et al., 1999, 2001). Por ejemplo, si
una planta S;S;, contiene un locus S; extra, los granos de polen que no seran
rechazados por el pistilo en una autopolinizacién son los granos de polen S, que
portan al locus S; duplicado, es decir, un polen heteroalélico (i. e. polen S;S5) (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 asi en la pérdida de la Al.
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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 Si113-RNasa. Esta S-RNasa
es una proteina quimérica entre las S;;- y Si3-RNasas de Solanum chacoense.
Las plantas que expresan a la Si113-RNasa rechazan al polen tanto S;; como S;a.
Estas plantas también rechazan el polen de plantas tetraploides S11S11S13S13,
sugiriendo que el polen diploide S;;Si3 es rechazado por la Si;i;13-RNasa.
Posteriormente, se demostr6 que el polen diploide S;;S;3 fue compatible en
pistilos produciendo Sii- y Siz-RNasas monoespecificas, tal y como se espera
cuando ocurre la interaccion competitiva (Figura 6B) (Luu et al., 2001). La
especificidad dual de la Si;;n3-RNasa es diferente a la de sus formas
monoespecificas correspondientes en su habilidad para reconocer y rechazar el
polen dipolide heteroalélico. Esto sugiere que ambos alelos S se estan
expresando en el polen diploide, descartando la posibilidad de que la Al no
funciona porque la interaccion competitiva provoque el silenciamiento de la
expresion 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
homotetramero; (2) los productos del alelo S del polen sélo reconocen algun
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 inhibicién (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 interaccion competitiva, formarian principalmente heterotetrameros,
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 heterotetrameros no se pueden unir a cualquier otra
S-RNasa. Por lo tanto, los tubos polinicos heteroalélicos serian compatibles con

estilos de cualquier genotipo. En el caso de la especificiad dual de la Si113-RNasa,
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ésta puede unirse a los heterotetrameros formados por los dos productos S del

polen, blogueando la unién del inhibidor general (Kao y Tsukamoto, 2004).

A B

Tubo polinico S, Tubo polinico S,5,
Polen S, Polen S, Polen S,

' Inhibidor
general
mo;em o I I \\' / l I
D .
X heterotetramero
00 homoteiramero l X X
S-RNasa / \
R,

D S-RNasa S;-RNasa
Srriaa atliges {inactiva)
:'activa} (inactiva)

S, -RNasa (inactiva)

Estilo S,S, Estilo S,S,

Figura 6. Modelo modificado para el inhibidor en el sistema de Al gametofitica. A. Cuando un tubo
polinico S; crece en un estilo S;S,, el producto S; del polen (azul claro) forma homotetrameros y
asi es como interacciona con el dominio de especificidad alélica (DE) de la S;-RNasa (azul
obscuro). Asi, el inhibidor general (naranja) no se puede unir a la S;-RNasa, quedando activa.
Como el producto S; del polen no reconoce el DE de la S,-RNasa (rojo obscuro), ésta es
inactivada porque el inhibidor general de RNasas se le une al dominio catalitico (DC). B. Cuando
un tubo polinico heteroalélico con ambos alelos, S; y S,, son expresados, los productos de dichos
alelos (S;: azul claro; S,: rojo) forman un heterotetramero, el cual es incapaz de interaccionar con
la S;- ni con la S,-RNasa (indicado por las flechas con la cruz). Por lo tanto, el inhibidor general se
une a ambas S-RNasas, inactivandolas y provocando que no se dé la respuesta de Al. En Ay B la
polinizacion se lleva a cabo en un estilo que expresa los alelos S; y S,. DI: dominio de inhibicién
general de RNasas. Tanto la S;- como la S,-RNasa son incorporadas al tubo polinico (indicado por
las flechas). Los simbolos que representan a cada una de las S-RNasas se muestran a la izquierda
(modificado de Kao y Tsukamoto, 2004).

1.6. Modelo para la degradacion de las S-RNasas

La identifcacion 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 degradacion de la S-RNasa en los tubos polinicos (Sijacic
et al., 2004).
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Los genes SLF pertenecen a la familia de proteinas con caja F cuya funcion
generalmente es como proteinas adaptadoras que unen un sustrato especifico al
complejo ubiquitina ligasa E3, SCF (Skpl-culina-proteina 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 degradacion
de las S-RNasas compatibles (0 “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 interaccionaria fisicamente de manera
diferencial con las S-RNasas en funcion 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 esta regulando por la interaccion de Al. La
degradacion alelo S-especifica se logaria si la interaccion entre los dominios de
especificidad alélica de un haplotipo SLF con el mismo de la S-RNasa evitaran la
poliubiquitinacién; mientras que la falta de interaccion entre estos dominios entre
SLF y una S-RNasa compatible resultara en la ubiquitinacion y consecuentemente
en su degradacion (Kao y Tsukamoto, 2004).

Se ha demostrado, tanto por el sistema de doble hibrido en levadura como
in vitro, que SLF de Antirrhinum se une a la S-RNasa en forma alelo S-inespecifica
(Qiao et al., 2004b). SLF se une a Skpl y a una proteina similar a culina para
formar el complejo SCF. Al utilizar inhibidores del proteosoma 26S se inhibieron
selectivamente los tubos polinicos compatibles, sugiriendo que las S-RNasas “no
propias” son degradadas en una polinizacién compatible (Qiao et al., 2004b). Sin
embargo, otros reportes indican que en N. alata no hay degradacién 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
polinicos son muy similares durante la polinizacion (Goldraij et al., 2006). Por otro
lado, la proteina similar a culina que interacciona con SLF para formar el complejo
SCF propuesto (Qiao et al., 2004b) es mas pequeiia (66 kDa) que una culina tipica

(100 kDa). Por lo tanto, no se sabe si SLF forma un complejo SCF tipico o no. La
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posibilidad de que realice una funcion distinta esta por aclararse (McClure vy
Franklin-Tong, 2006).

A S

— T.ubo polinico S,

0/&“ -
dr— }
B

Estilo 5,5, “ “
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S,-RNasa S-RNasa SLF, l SL F\\_I

Figura 7. Modelo para la degradacion 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 polinico S; incorpora tanto a la
S;- (azul obscuro) como a la S,-RNasa (rojo obscuro). SLF; (rojo) interacciona con ambas S-
RNasas y dirige, por poliubiquitinacion, su degradacion por la via del proteosoma 26S (blanco). El
RNA del tubo polinico queda intacto, sigue la traducciéon de su programa genético (ribosomas en
gris con mRNASs) y continGia 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 polinico S; produce SLF; (azul
claro), el cual interacciona diferencialmente con las S-RNasas, dirigiendo la degradacion de la S,-
RNasa por la via del proteosoma 26S y evitando que la S;-RNasa sea degradada para que pueda
llevar a cabo su funcién citotéxica sobre el RNA del tubo polinico. EI RNA del tubo polinico es
degradado y por lo tanto, su crecimiento es inhibido. En A y B la polinizacion se lleva a cabo en un
estilo que expresa los alelos S; y S,. Tanto la S;- como la S,-RNasa son incorporadas al tubo
polinico (indicado por las flechas). Los simbolos 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 degradacion de las S-RNasas (Figura 7) no incluye
ningun factor estilar diferente a las S-RNasas necesarios para la respuesta de Al
(e. g. HT-B y 120K). Aunque no se ha definido el nivel de expresion de la proteina
SLF, su mRNA parece no ser tan abundante en tubos polinicos como el de la

S-RNasa. La S-RNasa es una proteina muy abundante tanto en la matriz



extracelular como en el tubo polinico cuando se incorpora (Luu et al., 2000;
Goldraij et al., 2006); por lo tanto, es muy dificil explicar como una proteina poco
abundante (SLF) pudiera dirigir la degradacion de una proteina tan abundante (S-
RNasa). Por otro lado, dicho modelo predice que ocurre la degradacion de las S-
RNasas “no propias” como base para la compatibilidad. Sin embargo, ensayos de
inmunolocalizacion en Solanum mostraron que tanto las S-RNasas compatibles
como las incompatibles se localizan abundantemente en los tubos polinicos (Luu
et al., 2000), y en N. alata no se encontrd evidencia que sugiriera una degradacién
a gran escala de las S-RNasas en tubos polinicos incompatibles (Goldraij et al.,
2006).

Debido a las evidencias que estan en contra del modelo para la
degradacion de las S-RNasas, se propone un modelo alternativo que explica cdmo
los tubos polinicos 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 aun no son suficientes para descartar a

alguno de ellos.

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

Al realizar experimentos de colocalizaciébn con anticuerpos anti-calosa
(componente de la pared del tubo polinico) 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 encontrd que las S-RNasas son incorporadas al tubo polinico de igual manera
gue en una planta silvestre Al (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006). Con esto se
demostré que los genes modificadores del grupo Il (Tabla 2) hasta ahora
identificados (HT-B, 120K y el factor-4936), no son necesarios para la
incorporacion de las S-RNasas al citoplasma del tubo polinico, sino que actian
después de este evento y antes de que se lleve a cabo el efecto citotoxico
(Goldraij et al., 2006).
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Se sabe que la arabinogalactoproteina 120K entra al tubo polinico cuando
éste crece a lo largo del tejido de transmision estilar en Nicotiana (Lind et al.,
1996) y que esta proteina participa directamente en la respuesta de Al,
probablemente interaccionando con la S-RNasa (Cruz-Garcia et al.,, 2005;
Hancock et al., 2005). Cuando se hicieron ensayos de colocalizacion triple,
utilizando anticuerpos anti-calosa, anti-120K y anti-S-RNasa en tubos polinicos de
N. alata, se observd que en cruzas compatibles e incompatibles, 16 h después de
la polinizacion, las S-RNasas se encuentran rodeadas por 120K en un
compartimiento celular. Utilizando a la aleuraina (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 demostré6 que tanto 120K
como la S-RNasa se encuentran en vacuolas del tubo polinico (Figura 8) (Goldraij
et al., 2006).

En fases tempranas de una polinizacién Al (16 h), el compartimiento donde
120K rodea a la S-RNasa es tan evidente como en una cruza compatible. En fases
tardias (36 h), se observa que la sefial de 120K disminuye y ya no es evidente la
compartamentalizacion de las S-RNasas, por lo que aparentemente se encuentran
libres en el citoplasma del tubo polinico en donde llevarian a cabo su efecto
citotoxico sobre el RNA. Sin embargo, tanto la sefial de 120K como la
compartamentalizacion de las S-RNasas son siempre evidentes a lo largo de una
polinizacion compatible (Goldraij et al., 2006). Estos resultados sugieren que las
S-RNasas son incorporadas por endocitosis al tubo polinico y mantenidas en un
compartimiento celular en las fases tempranas de la polinizacion tanto en cruzas
compatibles como incompatibles. Esta vacuola se mantiene intacta durante una
polinizacion compatible (Figura 8A) y disuelta s6lo en fases tardias de una
polinizacién incompatible (Figura 8B) (Goldraij et al., 2006).
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Figura 8. Modelo para la evasion de la citotoxicidad de la S-RNasa. Las proteinas de la matriz
extracelular del tejido de transmision del estilo S;-RNasa (azul obscuro), S,-RNasa (rojo obscuro),
HT-B (naranja) y 120K (verde) son incorporadas al tubo polinico por endocitosis. A. Cruza
compatible. El tubo polinico S; evade a la citotoxicidad de las S-RNasas, compartamentalizandolas
en una vacuola (blanco) y degradando a HT-B. Una posibilidad es que la degradacién de HT-B la
lleva a cabo una proteina hipotética del polen (turquesa). Algunas S-RNasas escapan e
interaccionan con SLF; (rojo), las cuales pueden ser degradadas por la via del proteosoma 26S. B.
Cruza incompatible. La interaccién alelo S-especifica de la S;-RNasa con SLF; (azul claro)
probablemente inhibe a la proteina hipotética del polen, promoviendo la estabilizacién de HT-B. En
fases tardias de la inhibicion, el compartimiento membranoso desaparece, liberando a las
S-RNasas. La degradacion del RNA del polen evita el reemplazamiento de factores necesarios
para la estabilizacion de HT-B y mantenimiento del compartimiento. En A y B la polinizacion se
lleva a cabo en un estilo que expresa los alelos S; y S,. Los simbolos que representan a cada una
de las S-RNasas, las SLFs, a HT-B, 120K y a la proteina 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 polinico 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 evasion de la citotoxicidad de las S-RNasas considera
que estas enzimas son incorporadas de la matriz extracelular del tejido de
transmision estilar y transportadas a una vacuola en el tubo polinico (Figura 8).
Esta compartamentalizacién podria ser el mecanismo mediante el cual el tubo
polinico 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 funcién mejor conocida de las proteinas con caja F esta relacionada con su
papel en la ubiquitinacion y degradacion de proteinas. Sin embargo, también se
conocen otras funciones que pueden llevar a cabo. Por ejemplo, Rcylp 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 qgue SLF actua asi, pero debe considerarse que la determinante masculina
en este sistema de Al puede estar participando de manera distinta a la propuesta
por el modelo para la degradacion de las S-RNasas.

Al analizar simultdneamente 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 polinizacién, siendo
mucho mayor el cambio en una cruza compatible, donde la disminucion fue hasta
del 97% (Goldraij et al., 2006). Aunque no se descarta la idea de que haya una
degradacion de la S-RNasa en pequefias cantidades, es claro que la prediccién
del modelo para la degradacion de las S-RNasas no concuerda con lo observado
en Nicotiana (McClure y Franklin-Tong, 2006).

AlUn no es muy claro si la ruta por la cual HT-B es incorporada al tubo
polinico es igual a la de las S-RNasas. Sin embargo, HT-B es degradada en tubos
polinicos compatibles, donde el compartimiento vacuolar se mantiene intacto
(Figura 8A). Por otro lado, HT-B se encuentra en niveles facilmente detectables en

tubos polinicos 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 Al (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 degradacion de las S-RNasas, en este modelo se
propone que es la degradacion de HT-B la caracteristica mas importante en la
respuesta de Al y que posiblemente el papel de SLF sea participar en la
degradacion 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 actla contra las S-RNasas; sin
embargo, es claro que una actividad inhibitoria sobre HT-B o cualquier otro factor
requerido para la respuesta de Al seria un mecanismo igualmente efectivo
(McClure y Franklin-Tong, 2006). Una hipétesis es que existe una proteina del
polen con actividad proteolitica que degrada a HT-B (Figura 8) (Goldraij et al.,
2006).

Si las S-RNasas son compartamentalizadas, queda la interrogante de cémo
interaccionan con SLF, si por definicion, la interaccion S-RNasa/SLF es la que
determina la especificidad alélica. Una posibilidad es que dicha interaccion sea en
forma indirecta y otra es que exista algun mecanismo que reclute a SLF a la
membrana o0 que existan pequefias fugas de S-RNasa hacia el citoplasma
(Goldraij et al., 2006). El modelo predice que una interaccién incompatible evita
que la proteasa del polen degrade a HT-B, mientras que en una interaccion
compatible promueve su degradacion. Al liberarse las S-RNasas en una
polinizacion incompatible, éstas interfieren con la homeostasis del polen (i. e. no
habria sintesis de novo de la proteasa del polen), reforzando asi la estabilidad de
HT-B y al mecanismo en general del rechazo del polen alelo S-especifico (Figura
8B) (Goldraij et al., 2006; McClure y Franklin-Tong, 2006).
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Il. ANTECEDENTES

I.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 relacion a los diferentes elementos que participan en la respuesta de
Al, ain quedan muchas preguntas por responder. Una causa es que falta la
identificaciébn de otros genes modificadores, tanto estilares como del polen, que
regulen la respuesta de Al. Factores que estén involucrados en eventos de
endocitosis, en el transporte vesicular, en la degradacion de HT-B son soélo
ejemplos de estos genes faltantes, los cuales podrian pertenecer al grupo Il o al Il
(Tabla 2). En nuestro laboratorio se sigue una linea de investigaciébn para
identificarlos y clonarlos.

Para este fin, una de las estrategias que se ha seguido es utilizar una
poblacién (08681) hibrida de Nicotiana que expresa a la Scio-RNasa y segrega en
individuos que aceptan el polen Scio e individuos que lo rechazan (Figura 9).
Ambas subplobaciones expresan niveles normales de la Scio-RNasa funcional. La
poblacion 08681 fue derivada de la cruza de una planta transgénica de N.
plumaginifolia (una especie AC) que expresa el transgen de la Scip-RNasa con N.
alata cultivar BT (N. alata BT) (Figura 9).

La planta transgénica de N. plumbaginifolia que expresa a la Scio-RNasa
acepta tanto el polen Scio como aquél de N. plumbaginifolia. Esto significa que N.
plumbaginifolia es AC no sélo por carecer de la S-RNasa sino porque también
carece de uno o varios genes modificadores para el rechazo del polen
S-especifico. Por otro lado, N. alata BT contiene el entorno genético adecuado
para que funcione el sistema de Al; 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 poblaciébn 08681 (Figura 9), la cual fue
compatible con el polen de N. alata BT. Con el polen Scio, 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 poblacion no mostraron diferencias.
Por lo tanto, la hipotesis fue que las diferencias en la aceptacién o en el rechazo
del polen Scip se debi6 a una expresion diferencial de genes modificadores.

N.alataBT(AC) X N plumbaginifolia (AC)

1

Hibridos estériles

8
Propagacién in vitro
—
Hibridos fértiles N. plumbaginifolia:pSC109617
(4n) l (AC) ExpresaalaS.,,-RNasa

Poblacién segregante 08681
Fenotipo de polinizacion
(polen de plantas S;,;S ;)
1
¥ ¥

Rechazan Aceptan

Figura 9. Generacion de la poblacion segregante 08681 de Nicotiana en los individuos que
aceptan el polen Scio y €n los individuos que lo rechazan.

La busqueda de genes modificadores expresados diferencialmente entre
estilos de plantas que aceptan y de las que rechazan el polen Scio se realiz6 por
medio de la técnica de cDNA-AFLP. Se utilizaron 200 combinaciones de
oligonucleotidos que permitieron la comparacion de 14,400 cDNAs. Dentro de los
fragmentos que presentaron una mayor expresion en N. alata BT que en N.
plumbaginifolia, el cDNA-AFLP5 resultd ser idéntico al gen HT-B, previamente
identificado como gen modificador del sistema de Al en N. alata (McClure et al.,
1999). El cDNA-AFLP25, por su parte, no mostro similitud a ningun otro gen en las
bases de datos.

Debido a que el cDNA-AFLP25 sélo era un fragmento, se recuperd su
cDNA completo a partir de una biblioteca de cDNA de estilos de N. alata. Este
cDNA (AFLP25-F) fue de 712 pb e incluia la secuencia del cDNA-AFLP25, por lo
que se utiliz6 como sonda para corroborar su patrén de expresion entre N.

plumbaginifolia y N. alata BT debido a que éstos son los progenitores de la
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poblacion 08681. El ensayo tipo Northern-blot (Figura 10A) y el analisis
densitométrico (Figura 10B) corroboraron la expresion diferencial, es decir, los
estilos maduros de N. alata BT expresan al menos seis veces mas a AFLP25-F
que los de N. plumbaginifolia.

BT Np
BT Np
[
-
rRNA
AFLP25.F ' AFLP25-F

Figura 10. El cDNA-AFLP25-F se expresa seis veces mas 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 tefiido con azul de metileno como control de
carga. B. Analisis densitométrico de los resultados obtenidos en A. La barra obscura muestra los
niveles de expresion del cDNA-AFLP25-F en N. alata BT y la barra blanca los niveles de expresion
en N. plumbaginifolia.

1.1.1. 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 proteina de 16.8 kDa. La estructura primaria de la proteina
inferida a partir de su cDNA contiene en la primera mitad del amino a la secuencia
tipica del sitio activo de las tiorredoxinas (Trx): Trp-Cys-Gly-Pro-Cys.

El analisis de la estructura primaria de la proteina AFLP25F (Figura 11) dio
la primera evidencia de que se trataba de una tiorredoxina citoplasmica (tipo h),
por lo que se nombré NaTrxh (Na: Nicotiana alata; Trxh: tiorredoxina tipo h). Al
realizar un alineamiento multiple con otras tiorredoxinas, se encontré6 que la
NaTrxh tiene una identidad del 20.1% con la de E. coli, un maximo del 28.8% con
la Trx de humano y del 55.6% con una de A. thaliana, lo que demuestra que la
NaTrxh esta mucho mas relacionada con las tiorredoxinas vegetales que con la de
humano y que se parece mas a ésta que a la de E. coli (Juarez-Diaz, 2002), tal y
como ocurre con las demas Trx h de plantas (Schirmann y Jacquot, 2000).

Ademas, no se encontrd ningun péptido de transito candénico que pudiera dirigir a
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la proteina a algun organelo, como la mitocondria o el cloroplasto, por lo que se
descartaron los tipos de Trx organelares que mas adelante se describiran y se
puede sugerir que efectivamente se trata de una tiorredoxina tipo h (Meyer et al.,
1999).

1 CoACGOGETCCEGEAMAATCGAATTCACALTAGGAGCTICGCETAATATAR
51 AAGCAGTGCTTTTATTACCGTCTCAGTAGTTTCTTCCCTATTTTGACTAC
M G 8 ¥ L &
101 TTTGTGCGTAAGGRGAGAGAGAGAGTGARGAATCCAATGEGATCGTATCT
5 8§ L L 3 6 & A A E AlA E A E 5 G 22
151 TTCoAAGT T TGCTOGACTEEAGGOACGECGEAAGCAGCANAGACAGAATCAG
5§ 8 8 E P 5 R V I A F H 8 8 N E 38
201 GATCGTCGRTCAGAACCGTCGCETGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGSE
W ¢ L H FP N 5 5§ K ¢ L N KL I v VvV 58
251 TGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATARACTCATAGTTGT
oD F A A T M M E P WV I 72
3101 GGATTTTGCGGCTACATGETGTEEGCCCTGRAAATGATGGAGCCGETTA
W A M 8 A K ¥ T D VvV b F VvV K I D 88
351 TTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTICGTCAARATOGAC
VvV O E L 8 0D V A Q E F G ¥V Q A M P 105
401 GTOEATGAGCTOTCAGATETAGCACARGAGTTTGEAGTACARGCTATGCC
T F L L L, K § @ K E ¥V E R V V G A 122
451 AACATTTTTGCTECTEARGCAAGAARMGOARCTACACAGAGTECTTAGEE
K K D EL E K K I L £¥K HER E A P 138
501 CTAAGAAAGATGAGCTCGAGAAARAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCT
K F A A 5 N ¥ R T K F H ¥V Q Stop 152
551 ARATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTARATTTCATGTCCAATARAATTAL
601 CAGARAAGARAAGCATCATTTTTACTTTACTACCGGATTGEGATGARCCG
651 AATATTGTTOAATTOCTTTGGGOSAATARAARAARARARANARARAL DA
701 GGCEGCCGTTTA

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

Puesto que aln se desconoce cOmo participan las Trx en las interacciones
polen-pisitlo en N. alata, en la investigacién de esta tesis se planteé como objetivo
el conocer el papel que desempefia la NaTrxh en el estilo a través de la

identificacién de sus proteinas blanco.
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I1.2. Tiorredoxinas

Las tiorredoxinas (Trx) son proteinas pequefias (~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 tipica WCXXC, la cual permite la oxidaciéon, reduccion o isomerizacion
del puente disulfuro de sus proteinas 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),), las Trx son
capaces de romper los puentes disulfuro de un gran numero de proteinas blanco,
participando asi en la regulacién enzimatica, en la respuesta al estrés oxidativo, en
la regulacion de la transcripcion y de la traduccioén, entre otras. Ademas, 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 aminoacidos con la Trx de E. coli. Los
modelos indican que todas estas proteinas tienen estructuras tridimensionales
similares a pesar de la gran variacion que existe en sus secuencias aminoacidicas
(Eklund et al., 1991). Todas comparten un plegamiento comdn con una sucesion
de elementos estructurales secundarios que incluyen a mas del 75% de los
residuos de la proteina (Holmgren, 1985): B1, al, B2, a2, B3, a3, 4, 5y a4. La
estructura compacta globular resultante es generada por cinco hebras beta, tres
paralelas y dos antiparalelas (Holmgren, 1985), que forman una regién hidrofébica
rodeada por cuatro a-hélices sobre la superficie externa (Holmgren, 1985; Powis y
Montfort, 2001).

La primera cisteina del sitio activo tiene un bajo valor de pK; y es la que
realiza el ataque nucleofilico en la reduccién del puente disulfuro de otras
proteinas. El mecanismo involucra un intermediario mixto transitorio y un rapido

intercambio tiol-disulfuro en un ambiente hidrofébico (Figura 12). Esta reaccion 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
Trx1l =-270 mV (Krause et al.,, 1991) asegura que la Trx-(SH), sea el principal
ditiol reductor en el citosol (Holmgren, 1985; 1995).

Paso 1
%w /c GP c\ Trx-(SH),
S ) HS
S—S
\/\f\,c/ C Bco-S,
S—
Paso 2 Paso 3
S+——§% S—S
\ i
S SH HS SH
N—C N Vo) Nt N o,
N J S~

Figura 12. Esquema para el mecanismo redox de la Trx sobre una proteina blanco (Bco). En el
paso 1 ocurre un primer ataque nucleofilico de la primera cisteina de la tiorredoxina reducida (Trx-
(SH),) sobre un atomo de azufre de la proteina blanco oxidada (Bco-S;), provocando asi la
formacion de un complejo intermedio mixto (IM) e inestable (paso 2). El anién tiolato de la segunda
cisteina del sitio activo de la Trx entonces rompe el puente disulfuro entre la Trx y la proteina
blanco para liberarla (paso 3), quedando asi la tiorredoxina oxidada (Trx-S,) y la proteina blanco
reducida (Bco-(SH),) (Meyer et al., 1999). W: triptofano C: cisteina; G: glicina; P: prolina; S: atomo
de azufre; SH 6 HS: grupo tiol.

Generalmente, cuando se descubre una proteina se le adjudica un nombre
y una funcion relacionandola con algun sistema bioquimico en particular. En el
caso de las tiorredoxinas, se ha descubierto que estan involucradas en al menos
doce diferentes sistemas bioquimicos. Las funciones de las Trx en los diferentes
organismos han evolucionado a partir de una reaccion comun 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 cataliticos de enzimas
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biosintéticas y (2) como protectora de las proteinas citosolicas de la agregacion o
inactivacién por la formacion de puentes disulfuro intra o intermoleculares (Arnéry
Holmgren, 2000).

11.3. Tiorredoxina reductasa

Para tener una idea clara de la funcion de las tiorredoxinas se debe
considerar el papel que desempenian las tiorredoxina reductasas (NTR), las cuales
son las Unicas 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
nucledtidos de piridina y compuestos disulfuro/ditiol (Williams Jr. et al., 2000). En
cada mondmero de las enzimas de esta familia se encuentra un grupo prostético
FAD, un sitio de union a NADPH y un sitio activo que contiene un disulfuro con
actividad oxido-reductora (Mustacich y Powis, 2000). De esta manera, la catalisis
de la enzima se lleva a cabo via 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 estan relacionadas en estructura y funcion a la glutation reductasa,
lipoamida deshidrogenasa y otros miembros de la familia de nucleo6tido-disulfuro
piridina oxidorreductasas (Arscott et al., 1997).

La reaccion que efectua la familia de las disulfuro reductasas involucra la

transferencia de equivalentes reductores del sustrato nucleétido 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),) en su sitio
activo puede reducir a su sustrato (Figura 13).

NADPH NTR-(SH), Bco-(SH),
+ H+X X X X
NADP+ FADH, NTR-S, rx-(SH) Bco-5,
Tiorredoxina reductasa Tiorredoxina Proteina
blanco

Figura 13. Mecanismo para la reaccion de reduccion del disulfuro de una proteina blanco que es
dependiente del NADPH por el sistema de tiorredoxina. El sitio activo de la tiorredoxina reductasa
oxidada (NTR-S;) se reduce (NTR-(SH),) via FAD, el cual es reducido (FADH,) a partir de NADPH
+ H'. La tiorredoxina oxidada (Trx-S,) es entonces reducida por la NTR-(SH), y la tiorredoxina
reducida (Trx-(SH),) rompe el puente disulfuro de su proteina blanco, generando en ésta dos
grupos tiol (Bco-S, — Bco-(SH),).

Las Trx reductasas vegetales dependientes de NADPH (NTR) parecen
estar mucho mas relacionadas con las de procariotes que con las de mamiferos.
Estas ultimas contienen una extension hacia el amino terminal y un residuo
esencial de selenocisteina (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 proteina recombinante, de la cual se encontré que la enzima es un
homodimero con subunidades de 35 kDa aproximadamente. Cada una de las
subunidades posee dos subdominios: un dominio central de unién a NADPH y uno
constituido por los extremos amino y carboxilo que une FAD. Ademas, 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 asi el sistema
NADPH/NTR/Trx (Figura 13), el cual es uno de los mecanismos de reduccion de
disulfuros mas ampliamente distribuidos y presente en todos los tipos celulares.
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Sin embargo, en cloroplastos y en procariotes fotosintéticos oxigénicos, la
reduccion de la tiorredoxina no estd 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), reduce puentes disulfuro
especificos de sus proteinas blanco, lo que altera su actividad o sirve como

sustrato reductor en alguna reaccion enzimatica (Balmer y Buchanan, 2002).

I.4. Tiorredoxinas vegetales

En levaduras y células animales, el perfil de las tiorredoxinas es mucho mas
complejo que en bacterias, ya que cuentan con un segundo sistema dependiente
de NADPH en mitocondria. Sin embargo, el patrén en plantas es adn mas
complejo (Tabla 3). En mamiferos solo 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. Clasificacion de las tiorredoxinas vegetales de acuerdo con su localizacion subcelular y
con sus proteinas blanco principales.

Compartimiento Tipode Numero de genes Proteina blanco
celular Trx en A. thaliana
Cloroplasto Tipom 4 NADP-malato

deshidrogenada

Tipo f 2 Fructosa 1,6-bifosfatasa

Tipo x 1 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 citopldsmico (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

estd mas 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 sélo se tenia 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
citoplasmica. Tanto el gen de la Trx o como el de la NTR mitocondrial codifican
MRNAS cuyos productos contienen un péptido de transito hacia mitocondria (Laloi
et al., 2001).

El sistema citoplasmico 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 analisis 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 analisis a la Trx o, se encontré6 que las tiorredoxinas se
agrupan en cuatro grupos filogenéticos diferentes de acuerdo a su localizacién
celular, donde la Trx h est4 relacionada filogenéticamente con la Trx f (Laloi et al.,
2001). Por otro lado, la Trx x forma un quinto grupo formado por sélo un miembro
(Mestres-Ortega y Meyer, 1999).

I1.5. Tiorredoxinas tipo h (citoplasmicas)

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 proteinas hibridas con un espectro de
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actividad mucho mas amplio que las dos Trx h progenitoras de A. thaliana con
actividad restringida, ha reforzado la hipétesis de un origen comun 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 interaccion con blancos en particular, resultando
asi en una especializacion de las Trx h (Bréhélin et al., 2000).

Las secuencias de las Trx h son un poco mas largas que la de E. coli. La
mayoria posee extensiones hacia el extremo amino y/o carboxilo. De acuerdo con
los analisis de las estructuras primarias, se propone que las Trx h vegetales estan
mucho mas relacionadas con la Trx humana que con la de E. coli (Schirmann y
Jacquot, 2000).

Las Trx h carecen de un péptido de transporte, por lo que se asumia que
son proteinas citoplasmicas (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
estan presentes en el floema. Al no haber una sefial de secrecion, se cree que las
tiorredoxinas son transportadas a través de los plasmodesmos debido a su
tamanfo (Ishiwatari et al., 1995; Meyer et al., 1999). De hecho, se ha demostrado
por microinyeccion de una Trx h recombinante que la proteina 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
cancerigenas (Powis y Montfort, 2001), se ha sugerido que las tiorredoxinas tienen
la capacidad de actuar como mensajeros en la transduccion de sefiales (Meyer et
al., 1999; Powis y Montfort, 2001). Esto sugiere que la Trx h es un elemento mavil
en las plantas y que puede también actuar como portadora de mensajes
(Schurmann y Jacquot, 2000), tal y como se describié 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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1.5.1. Algunas funciones de las Trx h en plantas

Las tiorredoxinas tipo h también puedan actuar como moléculas de
sefalizacion en los tejidos vegetales por sus propiedades de regulacion redox.
Esto les podria permitir la interaccion con receptores especificos, 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 germinacion de semillas, donde es muy probable que esté
involucrada en la reduccion de las proteinas de almacenaje, inhibidores de
enzimas y en la regulacion de una proteasa dependiente de su estado redox, la
tiocalsina (Kobrehel et al. 1992; Besse et al., 1996). La relacién de las Trx h con la
germinacion y el desarrollo de la semilla sugiere que la Trx h es reducida por la
NTR con el NADPH metabdlicamente generado y que actia en las etapas
tempranas del desarrollo de la semilla para iniciar la movilizacion del nitrdgeno y
carbon 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 andlisis del patron de expresion de los 8 genes descritos de
Trx h en A. thaliana, se encontrg, que a excepcion del mRNA de AtTRX8, todos
los transcritos son detectados en casi todos los 6Organos, aunque presentan
diferencias en sus niveles de expresion (Reichheld et al., 2002). En este estudio
se encontré6 que los genes producidos por duplicacion no muestran un patron
idéntico de expresion. El transcrito de AtTRXh3 se acumula abundantemente en
hojas, mientras que el correspondiente a AtTRXh5 muestra un nivel de
acumulacion mayor en la raiz. Por otro lado, AtTRXh7 se detecta en raices, tejidos
reproductivos y en plantulas crecidas in vitro, mientras que los niveles de mRNA
de AtTRXh8 sdélo se detectan en callo. AtTRXh1l, AtTRXh2 Y AtTRXh4 se
expresan primordialmente en la flor que en otros érganos (Reichheld et al., 2002).
Estos datos apoyan un perfil de expresion diferencial dentro de los miembros de la
familia multigénica de las Trx h y apoyaria la idea de que tienen diferentes
funciones en la planta (Reichheld et al., 2002), ya que dependiendo del érgano
donde se expresen, sus proteinas blanco seran diferentes, y es ahi donde podria

radicar su especificidad fisiolégica. Ademas, como se muestra en el estudio,
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algunas Trx h coexisten espacialmente, lo que sugiere también una especificidad
hacia sus proteinas blanco.

Varios reportes indican que tanto en las cianobacterias como en las plantas,
la Trx esté involucrada en la desintoxicacién por H,O, por medio de la enzima
tiorredoxina peroxidasa o peroxirredoxina (PRDX) (Schirmann y Jacquot, 2000),
la cual pertenece a la familia conservada de proteinas 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 estabilizacion 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 mamiferos. Se cree que el tipo de PRDX
de dos cisteinas, caracterizado en Hordeum y Spinacia, funciona como

antioxidante (Baier y Dietz, 1996).

11.6. Las Trx h no sélo son tiorredoxinas citoplasmicas

A las Trx h se les ha considerado como proteinas citoplasmicas por carecer
de algun péptido de transito (Meyer et al., 1999). Sin embargo, recientemente se
observo que este tipo de Trx se divide en tres subgrupos (Gelhaye et al., 2004a).
Dentro del subgrupo Il se encuentran Trx h que se caracterizan por contener
extensiones no conservadas hacia su region amino terminal.

Ha sido interesante encontrar que los algoritmos disponibles no predicen la
existencia de algun péptido sefal. Sin embargo, Gelhaye et al. (2002) observaron
que al sobreexpresar a PtTrxh2 (una Trx h de Populus tremula) en células de E.
coli, la proteina era procesada, por lo que carecia de los primeros 19 residuos de
aminoacidos. Posteriormente, se demostr6 que PtTrxh2 se localiza en la
mitocondria (Gelhaye et al., 2004b).

La funcion de estas extensiones hacia el amino terminal ain no es muy

clara. Sin embargo, si es claro que las tiorredoxinas tipo h no son exclusivamente
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proteinas citoplasmicas y que queda mucho por estudiar en estas proteinas y sus

posibles péptidos sefales.

I.7. Algunas funciones que desempeian las tiorredoxinas en diferentes

organismos

Todas las tiorredoxinas, como oxidorreductasas ditiol-disulfuro, catalizan la
reduccion de disulfuros mucho mas eficientemente que el ditiotreitol (DTT) o el
mismo glutation reducido (GSH). El papel de las Trx como portadoras de
electrones para los ciclos cataliticos de enzimas biosintéticas y como protectoras
de enzimas citoplasmicas (Arnér y Holmgren, 2000) son sélo 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 Unica enzima conocida capaz de reducir su sitio activo. Muchos de los
estudios en procesos tales como crecimiento celular y proteccién 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 ribonucleétido reductasa, que es una enzima esencial para la
sintesis del DNA (Laurent et al., 1964; Holmgren, 1989). Asimismo, se requiere
para reducir los puentes disulfuro de las proteinas intracelulares (Holmgren, 1984;
Stewart et al., 1998). En la mayoria de los seres vivos se utiliza la tiorredoxina
para catalizar la reduccion de H,O,, evitando asi, junto con otras enzimas como la
catalasa, el estrés oxidativo y la induccidn de la apoptosis (Arnér y Holmgren,
2000).
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lll. HIPOTESIS

La proteina NaTrxh es una tiorredoxina h con expresion preferencial en
plantas autoincompatibles de Nicotiana, por o que es probable que participe en la
respuesta del rechazo del polen como un reductor de factores involucrados en el
rechazo del polen S-especifico en estilos de N. alata.
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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-especifico.

IV.2. Objetivos particulares

a) Evaluar la expresién de la proteina NaTrxh en los estilos de N. alata y de N.
plumbaginifolia.

b) Definir el patron de expresion de la proteina NaTrxh en las plantas de N.
alata.

c) ldentificar in vitro las proteinas que son reducidas con la NaTrxh en los
estilos de N. alata.

d) Definir la localizaciéon subcelular de la NaTrxh en el tejido de transmision de
los estilos de N. alata.
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V. MATERIALES Y METODOS'

V.1. Material biolégico

Se utilizaron plantas de Nicotiana tabacum, N. plumbaginifolia, N. alata
autoincompatible (genotipos Sc10Scio ¥ S105S105) Y N. alata autocompatible
(cultivar Breakthrough (BT)) crecidas en invernadero. Para el aislamiento de
proteinas de todos los extractos se utilizaron flores en antesis, excepto cuando se
indique. También, en algunos casos se utilizaron hojas jovenes.

Las plantas de N. benthamiana y Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia
(Col-0) fueron crecidas bajo condiciones de invernadero a 22°C usando un

fotoperiodo 16:8 (luz:obscuridad).

V.2. Anadlisis filogenético

Evidencias derivadas del analisis de secuencia de aminoacidos y
bioquimicas indicaban que la NaTrxh es una tiorredoxina tipo h (Juarez-Diaz,
2002). Sin embargo, para hacer un analisis filogenético mas 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). Basandose en el alineamiento se obtuvo un arbol
filogenético utilizando el método neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). Este
analisis filogenético fue realizado con el programa MEGA version 2.1 (Kumar et
al., 2001).

Los niimeros de acceso a la base de datos GenBank™ de las secuencias
que se utilizaron fueron: Trxs tipo f. A. thaliana (Q9XFH8), Pisum sativum
(X63537) y Spinacia oleracea (X14959); proteinas similares a Trx: Hordeum

' La forma de preparacion de ciertos reactivos y algunas metodologias 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, 048737, Q9SEUG6 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. Construccién utilizada para la sobreexpresidén y purificacion de la

NaTrxh recombinante

El marco de lectura abierto encontrado previamente (Juarez-Diaz, 2002) en
el cDNA AFLP-25F fue usado como molde para la amplificaciéon por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) de la region codificante (¢cDNA-NaTrxh) utilizando
el oligonucledtido forward 5 CGCGCGGATCCATGGGATCGTATCTTTCAA 3 y el
reverse 5 GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3’, con los sitios de
restriccion Bam-HI y Eco-RlI, respectivamente. El producto de la amplificaciéon fue
digerido y ligado al vector de expresion pGEX 4T-2 previamente linearizado con
las enzimas de restriccion Bam-HI y Eco-RI. Finalmente, fue clonado en células de
E. coli BL21(DE3)pLysS.

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

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

para dirigir su secrecion, ésta fue fusionada al extremo amino de la proteina verde

fluorescente (GFP). Se produjo un cDNA con los sitios de restriccion Bam-HI en el
extremo 5’ y Nco-l en el 3’ del cDNA-NaTrxh por PCR. La mezcla de reaccion que
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se utiliz6 para la amplificacién 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
amplificacion por PCR del cDNA-NaTrxh para fusionar la secuencia completa y las mutantes
NaTrxhANa'y NaTrxhANg con la GFP en el vector pHBT.

Reactivo Concentracioén final

Oligonucleétido forward 10 uM 0.2 uM
Oligonucleétido reverse 10 uM 0.2 uM
dNTPs 10 mM 0.2 mM
Amortiguador de PCR con MgCl; 10X 1X

Taq DNA polimerasa 5 u/pul 1u

DNA molde ---
Volumen final 50 ul

Tabla 5. Condiciones de PCR para amplificar la NaTrxh completa y las mutantes NaTrxhANa y
NaTrxhANg con los sitios de restriccion Bam-HI y Nco-l en el extremo 5’ y 3, respectivamente, y
asi fusionarlas con la GFP en el vector pHBT.

Fase Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion inicial 94 5.0
Amplificacién (40 ciclos)

a) Desnaturalizacion 94 0.5
b) Alineamiento 56 1.0
c) Elongacion 72 1.0
Elongacién final 72 5.0

Una vez obtenido el producto de amplificacion, se digirié con las enzimas de
restriccion correspondientes para ligarlo al vector pHBT (Sheen et al., 1995), el
cual contiene el gen de la GFP con los sitios de restriccion Bam-HI y Nco-l (ambos
hacia el extremo 5’ de GFP) (Figura 14A). Los oligonucledtidos que se utilizaron
fueron el forward 5 CGCGCGGATCCATGGGATCGTATCTTTCAA 3’ y el reverse
5 AGCCATGGTTGGACATG 3.

La fusion NaTrxh:GFP en pHBT (Figura 14A) fue retirada con las enzimas
Bam-HI y Eco-Rl para clonarla en el vector binario pBIN19 (Jefferson, 1988),
quedando asi esta fusion bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico
del tabaco (CaMV35S) (Figura 14B) en ambos vectores.
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Figura 14. Fusion de la NaTrxh con la GFP que se utilizé para los ensayos de expresion transitoria.
La fusion en el vector pHBT (A) fue utilizada para bombardear plantulas de A. thaliana; mientras
que la construccion en el vector binario pBIN19 (B) se usé para transformar a Agrobacterium
tumefaciens y transformar hojas de N. benthamiana por agroinfiltracién. Los vectores contienen al
promotor CaMV35S (35S), una caja TATA (TATA), una regién 5 no traducible (5’UTR), la region
que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) y el terminador de la transcripcion de la
nitrato sintasa (nos). Los sitios de restriccion estan indicados como sigue: B: Bam-HI; N: Nco-l; E:
Eco-RI.

V.5. Construcciones para la fusion de la NaTrxhANa y de la NaTrxhANp con la
GFP

Con el fin de probar si la extension hacia el extremo amino de la NaTrxh era
la portadora de la informacion para dirigir su secrecién, se eliminé a partir del
cDNA-NaTrxh original (cDNA-AFLP25F) por PCR. Los oligonucleétidos que se
utilizaron fueron los forward 5 GCGCGGATCCATGGCAGAGGCAGAATCAG 3’
para la mutante NaTrxhANa y 5 GCGGATCCATGTCGCGTGTGATTG 3’ para la
mutante NaTrxhANB. Ambos oligonucledtidos contienen el sitio de restriccion Bam-
HI. El oligonucledtido reverse que se usé fue el mismo que se utilizé para la fusiéon
de NaTrxh a GFP con el sitio de restriccion Nco-l. La mezcla de reacciéon para la
amplificacion de ambas mutantes se muestra en la Tabla 4 y las condiciones de
PCR pueden verse en la Tabla 5.

La mutante NaTrxhANa 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 disefidé un péptido para producir
anticuerpos especificos contra la NaTrxh. Este péptido tiene la secuencia
EAAEAESGSSSEP, que incluye del residuo Glu-15 al Pro-27. Estos anticuerpos
solo pudieron reconocer a la proteina recombinante, mientras que no fue clara la
deteccidon de la NaTrxh en extractos de proteina total de estilos de N. alata. Por lo
tanto, la mutante NaTrxhANB que se generd carece del extremo amino hasta el
residuo Pro-27 (Figura 15).

Ala-16  Pro-27
AN

NaTrxh | Nev |{Ng| WCGPC
NaTrxhANct NG | WCGPC
NaTrxhANP WCGPC

Figura 15. Esquema para las mutantes NaTrxhANa y NaTrxhANp utilizadas para corroborar
la existencia del péptido sefial. NaTrxh: secuencia completa de la proteina. NaTrxhANa: mutante
que carece de los primeros 16 residuos (hasta el residuo Ala-16). NaTrxhANB: 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 expresion transitoria en N. benthamiana y en A. thaliana
Col-0

La fusién de NaTrxh:GFP en el vector binario pBIN19 (Figura 14) se uso6
para transformar a Agrobacterium tumefaciens pGV2260 (Deblaere et al., 1985).
Con las células de A. tumefaciens transformantes se transformaron hojas de N.
benthamiana por agroinfiltracion (Schob et al., 1997; Llave et al., 2000) como a
continuacion se describe. La expresion de la proteina se observd por microscopia
confocal después de tres dias.
a) A partir de un precultivo de A. tumefaciens con el plasmido deseado,
inocular un medio fresco con los antibiéticos necesarios. En este caso se

utilizaron rifampicina, ampicilina y kanamicina a una concentracién de
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100 ug/ml cada uno (la cepa pGV2260 es resistente a rifampicina vy
ampicilina. El pBIN19 confiere resistencia a kanamicina).

b) Incubar con agitacion a 28°C toda la noche.

c) Medir la densidad o6ptica del cultivo a una longitud de onda de 600 nm. La
DOggo debe ser de 0.5 aproximadamente.

d) Centrifugar 5 ml de cultivo a 8,000 rpm por 10 min (por duplicado).

e) Resuspender el boton celular con 6 ml de medio de infiltracion estéril
(MgCl; 10 mM, MES 10 mM, pH 5.7) y medir la DOgo.

f) Diluir a las células con mas medio de infiltracién, si es necesario, hasta
alcanzar una DOgg 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 dias.

La transformacion de A. thaliana Col-0 se llevd a cabo por bombardeo
(Sanford, 1990) con particulas de tungsteno (M-17, Bio-Rad) cubiertas del vector
pHBT conteniendo la fusién NaTrxh:GFP, NaTrxhANa:GFP o NaTrxhANB:GFP
sobre plantulas de 2 semanas crecidas asépticamente en medio MS 0.5X con 1%
de sacarosa. La expresion de la proteina fue observada por microscopia confocal

una semana despueés de la transformacion.

V.7. Cuantificacion de la proteina total
La concentracion de proteina en todos los experimentos se determino

utilizando la técnica de Bradford (1976) con albumina de suero de bovino (BSA)

como patron.
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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 utilizé el método
espectrofotométrico especifico para tiorredoxinas (Holmgren, 1979). Este ensayo
consiste en medir la turbidez del medio por la precipitacién de la cadena B de la
insulina al liberarse de la cadena A por la reduccion de los puentes disulfuro que
las unen. Dicha reduccion es catalizada por la Trx utilizando como donador de
electrones al ditiotreitol (DTT).

Para este ensayo de actividad, en cada celda se colocaron 500 ul de
insulina a una concentracion de 1 mg/ml (partiendo de una solucion a 10 mg/mi
preparada como se indica en el apéndice) disuelta en K;PO4 0.1 M, pH7.0 y
EDTA 2mM, pH 8.0. A cada muestra se le agregaron 2.5 ug de la NaTrxh
recombinante o de la Trx recombinante de E. coli disueltas en un volumen final de
100 pl con K;PO4 0.1 M, pH 7.0 y EDTA 2 mM, pH 8.0. Para empezar la reaccion,
se les agregd 10 ul 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 ug de
NaTrxh recombinante y 2.5 ug de Trx recombinante de E. coli diluidas en 100 ul de
Tris-HCI 50 mM, pH 7.9, con 2.0 ug de NTR recombinante de E. coli (Sigma) y
0.125 pmol de NADPH (Sigma), dejando la reaccion a 37°C por diferentes
tiempos. Después, a cada reaccion se le agregd 0.2 umol de monobromobimano
(mBBr) en 10 ul de acetonitrilo. La solucion se incub6 a temperatura ambiente por
20 min. Finalmente, las proteinas 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 concentracion del 10 al 20% y visualizadas bajo luz UV (Fluor-S, Fuiji

Corp.).

V.10. Produccion y semipurificacion de anticuerpos policlonales en contra
de la NaTrxh

La NaTrxh recombinante fue acoplada a hemocianina (Sigma) y utilizé el
adyuvante completo de Freund (Sigma), asegurando asi el caracter inmunogénico
en el conejo. El protocolo fue el siguiente:

a) Disolver 2 mg de hemocianina en 800 pul de agua desionizada estéril.

b) Adicionar 200 ul de amortiguador salino de fosfatos (PBS).

c) Agregar a la soluciéon 100 ul de glutaraldehido en solucion acuosa al 25%
diluido en PBS en una proporcion de 1:10.

d) Incubar a temperatura ambiente con rotacion continua por 12 h.

e) Utilizando un tubo centricon-30 (Millipore), eliminar el exceso de
glutaraldehido centrifugando a 480 g durante 30 min. Agregar 500 ul PBS y
repetir la centrifugacion. Recuperar la solucibn que contiene a la
hemocianina.

f) A la solucion con hemocianina, adicionar 400 ug de NaTrxh recombinante
diluida en PBS.

g) Incubar a temperatura ambiente con rotacion continua por 12 h.

h) Adicionar en proporcion 1:1 el adyuvante completo de Freund.

i) Inmunizar a los conejos por inyeccion subcutanea (1 vez a la semana).

A la quinta semana, se obtuvieron 60 ml de sangre del conejo por puncion
cardiaca. El suero fue separado dejando coagular la sangre a 4°C por1a2hy se
procedié como a continuacion 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 solucion saturada de (NH4)>SOs pH 7.3
lentamente sobre el suero en agitacion continua con ayuda de una barra
magnética.

d) Incubara4°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 solucién de (NH4)2SO4 pH 7.3 que se uso
en el tercer paso de la misma manera.

g) Incubara4°C por 12 h.

h) Centrifugar a 4,000 g 30 min a 4°C. Desechar el sobrenadante.

i) Resuspender el boton en PBS utilizando 0.1 volumen de suero inicial.

V.11. Fabricacion de una columna con la NaTrxh recombinante unida

covalentemente

Como el suero semipurificado por precipitacién con (NH4),SO4 contenia
anticuerpos que reaccionaron con proteinas de distinta masa molecular del
esperado para la NaTrxh nativa, se unid covalentemente a la NaTrxh
recombinante a una matriz inerte (Affi-Gel-10, BioRad) para posteriormente
purificar los anticuerpos por cromatografia de afinidad.

Por otro lado, también se requirié evaluar la posible interaccion entre la
S-RNasa y la NaTrxh. Esta columna también sirvi6 para los ensayos tipo pull down
que posteriormente se describiran.

El procedimiento para fabricar la columna Affi-Gel-NaTrxh fue el siguiente:

a) Purificar NaTrxh recombinante siguiendo la metodologia previamente
descrita (Juarez-Diaz, 2002) a partir de 6 | de cultivo.

b) Lavar 1 ml de Affi-Gel (Bio-Rad) con agua desionizada fria.

c) Mezclar la resina con 27 mg de NaTrxh recombinante diluidos en 3 ml de

PBS.

d) Incubar con rotacién continua a 4°C por 12 h.
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e) Lavar la columna con 10 ml de PBS.

f) Lavar con una solucién 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 unién comparando la cantidad de proteina no unida

con la que se aplicé inicialmente.

V.12. Fabricacion de una columna bloqueada con BSA o con glicina

Se estudié la interaccidon proteina-proteina entre la S-RNasa y la NaTrxh
utilizando la columna Affi-Gel-NaTrxh. Como control de esta interaccion 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 utilizé 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
proteina 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 incub6 1 mi

de la resina por toda la noche con una solucion de glicina 1.0 M, pH 8.0.

V.13. Purificacion de los anticuerpos policlonales contra la NaTrxh

recombinante

El suero parcialmente purificado por precipitacion con (NH4),SO, fue
dializado contra PBS a 4°C por 12 h, realizando un cambio a las 6 h. La
purificacion de los anticuerpos policlonales contra la NaTrxh recombinante se hizo

de la siguiente manera:
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f)

a)

Equilibrar la columna Affi-Gel-NaTrxh con 5 lavados de 5 ml PBS cada uno.
Cargar el suero dializado a la columna e incubar con rotacion continua por
1 h a temperatura ambiente.

Lavar la columna con PBS hasta que la Aggo sea de 0.0.

Adicionar 1 ml de glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6, para la elucion de los
anticuerpos unidos. Recibir el eluato en 200 ul de Tris 1 M para neutralizar
la solucion con los anticuerpos.

Repetir el paso anterior 9 veces y medir la absorbancia a 280 nm de cada
fraccion.

Juntar las fracciones en las que se haya obtenido una Azgy que indique la
presencia de proteina, concentrar por liofilizacién y resuspender con 0.1
volumenes del volumen total de las fracciones unidas de PBS.

V.14. Extractos de proteina total de N. alata

Los estilos (con estigma), anteras, ovarios, sépalos, pétalos y hojas jovenes

fueron congelados con nitrégeno liquido 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 vy utilizar la fase soluble

de cada extracto. Finalmente, los extractos se almacenaron a -80°C hasta su uso.

V.15. Extraccion secuencial de las proteinas de estilos de N. alata

Para este propdsito se siguio la metodologia propuesta por Wu et al. (2000)

con ciertas modificaciones:

Disectar manualmente los estilos (con estigma) y sumergirlos en una

solucién de Tris-HCI 100 mM, pH 8.0, Na;S,04 2 mM, en una proporcion de
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15 mg (tejido):200ul de amortiguador, durante 2.5 h a 4°C agitando con
vortex ocasionalmente.

Recuperar el sobrenadante y clarificarlo centrifugando a 20,800 rpm por
35 min a 4°C (fraccion de proteinas solubles de matriz extracelular).

Lavar a los estilos con el mismo amortiguador del primer paso y desechar la
solucién.

Sumergir los mismos estilos utilizando la misma proporcion antes
mencionada en Tris-HCI 40 mM, pH 8.0, NaCl 400 mM, Na,S,04 2 mM por
2.5 h a 4°C agitando ocasionalmente con vortex.

Recuperar el sobrenadante y clarificarlo centrifugando a 14,000 rpm por
35 min a 4°C (fraccién de proteinas de matriz extracelular asociadas a la
pared celular).

Lavar con el mismo amortiguador del cuarto paso y desechar la solucion.
Congelar los mismos estilos con nitrégeno liquido y triturarlos hasta obtener
un polvo fino para finalmente homogenizarlo con NaCl 400 mM, Tris-HCI
40 mM, pH 8.0, triton X-100 al 1%, Na;S;04 2 mM (utilizando la misma
proporcion tejido:amortiguador antes mencionada).

Centrifugar a 20,800 rpm por 35 min a 4°C y recuperar el sobrenadante

(fraccion intracelular).

Con el fin de aumentar la concentracion de proteina total de cada fraccion,

los extractos fueron liofilizados, resuspendidos en agua desionizada y dializados
contra Tris-HCI 50 mM, pH 7.9.

V.16. Inmunodeteccion de las diferentes proteinas

Para estos ensayos, las proteinas 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 semihumedo.

La metodologia para la inmunodeteccion fue la siguiente:

a)

f)
g9)

Bloquear la membrana sumergiéndola en leche descremada al 5% disuelta
en PBS con Tween-20 al 0.1% por un minimo de 2 h a temperatura
ambiente.

Desechar la solucion anterior y agregar el anticuerpo primario diluido
adecuadamente en solucién de bloqueo fresca.

¢ Anti-S405-RNasa: 1:10,000.

e Anti-NaTTS (PRP4): 1:6,000.

e Anti-NaTrxh: 1:1000.

Incubar por 3 h a temperatura ambiente o por toda la noche a 4°C con
agitacion suave constante.
Desechar la solucion y hacer un lavado con PBS de 5 min y otro de 10 min.

e En el caso de la inmunodeteccion de la Sip5-RNasa, el segundo
lavado se realiz6 con PBS mas NaCl 0.25 M.

Agregar la solucion del primer paso con el anticuerpo secundario
(anticonejo) acoplado a peroxidasa o fosfatasa alcalina.

Incubar con agitacion constante por 1 — 2 h a temperatura ambiente.

Hacer tres lavados con PBS de 10 min cada uno.

e Si el anticuerpo secundario esta acoplado a la fosfatasa alcalina,
entonces es necesario realizar un lavado extra con NaCl al 0.58% vy
MgCl; al 0.1% en Tris-HCI 100 mM, pH 9.0.

Revelar con 10 ml de Tris-HCI 100 mM, pH 8.5 conteniendo 25 ul de acido
4-hidroxicinamico en dimetil sulfoxido (DMSO), 50 ul de luminol en DMSO y
17 pl de HyO; al 2%, en el caso de que el anticuerpo secundario esté
acoplado a peroxidasa. Si esta acoplado a la fosfatasa alcalina, entonces
se usan 100 pl de cloruro de nitrotetrazolio azul (nBT) (33 mg/ml en DMSO
al 70%) y 100 pl de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) (17 mg/ml en
DMSO) en una solucion de NaCl al 0.58% y MgCl, al 0.1% en Tris-HCI 100
mM, pH 9.0.
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V.A7.

Ensayos de colocalizacion de la NaTrxh y de la Scio-RNasa en los

estilos de N. alata Sc10Sc10

El protocolo para los ensayos de colocalizacién fue el siguiente:

Al cosechar los estilos de N. alata Sc10Sc1o cortarlos en tres secciones

(parte inferior, media y superior) e inmediatamente fijarlos en formaldehido

al 4% en PBS por 2 h a 4°C.

Deshidratar las muestras sumergiéndolas en concentraciones de etanol al

50, 70, 85, 96 y 100% (dos veces en esta ultima) por 30 min en cada una.

Embeber las muestras con una solucion de xilol:parafina (Paraplast Plus,

Polysciences) en proporcion 1:1. Luego, embeber en Paraplast Plus puro.

Ambos pasos se realizan a 55°C.

Realizar cortes transversales con un grosor de 6 — 7 um.

Eliminar la parafina sumergiendo los portaobjetos en solucion Slide Brite a

temperatura ambiente.

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.

Bloquear las secciones con la solucion de bloqueo (BSA al 3.0%, azida de

sodio al 0.01% y Triton X-100 al 0.1% en PBS) por 4 h a 4°C.

Desechar la solucién de bloqueo.

Incubar simultdneamente las secciones con los anticuerpos primarios

(anti-NaTrxh de conejo y anti-Sc10-RNasa de raton) a 4°C por toda la noche.

e Para el ensayo de competencia, previo a este paso, los anticuerpos

primarios se incuban con 100 ug de la NaTrxh recombinante pura a
temperatura ambiente. La solucion completa se utiliza para aplicarla
sobre los cortes.

Realizar lavados con PBS.

Incubar simultdneamente con los anticuerpos secundarios [anti-conejo con

el fluorocromo Alexa 568 acoplado (rojo) y anti-ratbn acoplado al

fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (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. Reduccion in vitro de las proteinas de los estilos de N. alata

Los extractos proteicos que se utilizaron para estos ensayos fueron
obtenidos sin 2-mercaptoetanol (extractos de proteina total) o sin Na;S,04
(fraccidn soluble de la matriz extracelular). La estrategia consistio en incubar 50 ug
de proteina a 37°C bajo las siguientes condiciones por 3 h en un volumen final de
100 pl de Tris-HCI 50 mM, pH 7.9:

1. Control (sin agentes reductores).

2. DTT (100 mM).

3. 2.5 ug NaTrxh recombinante + 2.0 ug NTR recombinante de E. coli +
0.125 umol NADPH.

V.19. Identificacion de las proteinas 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 siguio 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 proteinas son separadas electroforéticamente en
dos dimensiones. Al utilizar condiciones no reductora/reductora se revela la
especificidad de la tiorredoxina en la reduccion de puentes disulfuro
intramoleculares contra intermoleculares, ya que en la segunda dimension se

localizan en una diagonal sobre el gel, ademas de que fluorescentemen por el
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mBBr, mientras que en un control (sin tratamiento reductor previo a la primera
dimension), las proteinas que formen puentes disulfuro intracatenarios quedan

sobre la diagonal y las otras debajo de ésta (Figura 16).
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Figura 16. Identificacion de proteinas blanco para la Trx (Yano et al, 2001). A. Los puentes
disulfuro de las proteinas 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 proteinas 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 proteinas no son reducidas por
DTT ni por el sistema NADPH/NTR/Trx, por lo que las proteinas que formen puentes disulfuro
intercatenarios quedaran debajo de la diagonal, mientras que las que tengan puentes disulfuro
intracatenarios quedaran encima de ésta. C. Si las proteinas son reducidas antes de la primera
dimension electroforética, migraran la misma distancia en ambas dimensiones, por lo que quedaran
sobre una diagonal y ademas estaran marcadas fluorescentemente. Las proteinas sombreadas
son proteinas blanco de la tiorredoxina. Este esquema muestra lo que se espera al reducir a las
proteinas con el sistema NADPH/NTR/Trx. Las proteinas sombreadas son proteinas blanco de la
tiorredoxina.

Una vez tratados los extractos se siguié la metodologia para el sistema de
electroforesis en dos dimensiones:
a) Adicionar a la solucién de proteinas 0.2 umol mBBr en 10 ul de acetonitrilo
e incubar con rotacidon continua por 20 min a temperatura ambiente.
b) Disolver con amortiguador de muestra libre de agentes reductores y realizar

la primera dimensioén 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
dimension electroforética.

Visualizar a las proteinas marcadas bajo luz UV (Fluor-S, Fuji Corp.) y finalmente

tenirlas con azul brillante de Coomassie.

V.20. Identificacion de algunas proteinas blanco de la NaTrxh en los estilos

de N. alata por cromatografia de afinidad

Con el fin de contar con mas evidencia acerca de las proteinas blanco de la
NaTrxh en N. alata, se decidié utilizar una resina (ThioBond, Invitrogen) que
cuenta con el grupo 4-aminofenilarsinéxido (PAO) unido a agarosa como soporte

(Figura 17) para realizar un analisis cormatografico por afinidad.
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Figura 17. Esquema de la resina Thiobond (Invitrogen) que contiene al grupo
4-aminofenilarsinéxico (PAO) unido a agarosa por un espaciador de 10 atomos de carbono. Los
atomos de azufre de los grupos tiol vecinos de alguna proteina con puentes disulfuro reducidos se
unen covalentemente al arsénico del grupo PAO. Este enlace puede romperse aumentando la
concentracion de 2-mercaptoetanol (3-ME) y asi se eluyen a las proteinas unidas.

Para que las proteinas 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 volumenes cama de amortiguador
(Tris-HCI 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 rotacion continua por 1 h a temperatura ambiente. Dejar
que se asiente y decantar.

d) Lavar tres veces con cuatro volumenes de Tris-HCI 50 mM, pH 7.9.

Una vez activada la resina, se puede hacer la cromatografia. Para estos
experimentos se usoO proteina de la fraccion soluble de la matriz extracelular de
estilos de N. alata S105S105 (Obtenida sin NaxS,04) en Tris-HCI 50 mM, pH 7.9. Los
tratamientos previos a la cromatografia fueron los siguientes:

a) Sin tratamiento reductor.
b) Reduccion con 2-mercaptoetanol 20 mM.
c) Reduccion con 2.5 ug NaTrxh recombinante + 2.0 ug NTR recombinante de

E. coli + 0.125 umol NADPH.

Las muestras fueron incubadas por 4 h a 37°C en un volumen final de
200 pl, utilizando 100 ng de proteina. Al finalizar las incubaciones, cada fraccion
fue aplicada a 70 ul de volumen cama de resina activada y se procedié con la
siguiente metodologia:

a) Incubar con rotacién continua a 4°C por 1 h.

b) Dejar que la resina se asiente por gravedad y separar la fraccién no unida
por decantacion.

c) Lavar dos veces con cuatro volumenes cama de Tris'HCI 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 mas astringentemente con tres volumenes cama de
Tris'HCI 50 mM, pH7.9 con 2-mercaptoetanol 5 mM cinco veces,

recuperando por separado cada fraccion.
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e) Eluir a las proteinas fuertemente unidas aplicando tres volumenes cama de
Tris'HCI 50 mM, pH7.9 con 2-mercaptoetanol 0.5M tres veces,
recuperando por separado cada fraccién.

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).

e Uno de los geles se usoé para tefiir a las proteinas con nitrato de
plata.
e EIl segundo gel se utilizé6 para el analisis por Western-blot; en este

caso no se aplico la fraccién no unida.

V.21. Interaccion proteina-proteina por cromatografia de afinidad

Para demostrar que la NaTrxh interacciona con la S-RNasa, se utilizé un
extracto de proteinas de estilo de N. alata S105S105s homogeneizando el tejido en
Tris'HCI 50 mM, pH 7.9. Por la columna Affi-Gel-NaTrxh fue pasado 1 mg de
proteina total de dicho extracto. Después de obtener la fraccion no unida, la
columna se lavd 10 veces con dos volumenes cama cada vez de Tris-HCI| 50 mM,
pH 7.9. Posteriormente, la columna se lavd secuencialmente de la siguiente
manera:

a) Tris-HCI 50 mM, pH 7.9 + Tween X-100 al 1%.
b) Tris-HCI 50 mM, pH 7.9 + NaCl 0.1 M.
¢) Tris'HCI 50 mM, pH 7.9 + NaCl 0.2 M.

Para eluir las proteinas que interaccionan fuertemente con la NaTrxh fue
necesario lavar la columna con una solucion 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 precipitacion con acetona fria a -

20°C 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 proteina
120K.

Como control para la interaccién proteina-proteina se pasé 1mg de
proteina total proveniente de estilos, en Tris-HCI 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 proteina estilar se retuvo en estas columnas

control.

62



VI. RESULTADOS

VI.1. El patrén de expresion de la NaTrxh en los distintos 6rganos de N. alata

Para conocer el patron de expresion de la proteina NaTrxh en los distintos
organos de N. alata, se prepararon extractos de proteina total de los estilos (en
diferentes fases de desarrollo), las anteras, los ovarios, los sépalos, los pétalos
(flores en antesis) y de las hojas jévenes. Las proteinas fueron separadas por
SDS-PAGE al 125% vy analizadas por réplica en Western. Para la
inmunodeteccion se utilizé el suero con los anticuerpos con la NaTrxh

recombinante semipurificados por precipitacion con (NH4),SO, (Figura 18).
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Figura 18. Inmunodeteccion de la NaTrxh en los extractos de proteina total de los distintos
6rganos de N. alata BT, utilizando los anticuerpos policlonales contra la NaTrxh.

Los resultados de este inmunoandlisis demostraron que los anticuerpos
contra la NaTrxh presentan reaccion cruzada con especies proteicas cuya masa
molecular oscila entre los 95 y ~200 kDa, asi como con proteinas de baja masa
molecular. Dentro de estas Ultimas, se inmunodetectd principalmente a una
proteina de masa similar que la de la NaTrxh en todos los extractos analizados

(Figura 18). Sin embargo, también se detectaron otras proteinas de masa
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molecular por debajo de la NaTrxh. La expresion 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 reaccidon cruzada con otras proteinas de N. alata y evaluar especificamente el
patron de expresion de la NaTrxh, se purificOo el suero anti-NaTrxh por
cromatografia de afinidad. Para esto, se sobreexpresd a la NaTrxh fusionada a
GST que esta contenida en el vector pGEX-4T2 en células de E. coli. Después de
la purificacion por cromatografia de afinidad y la escision de NaTrxh de GST
(Juarez-Diaz, 2002), se recuperaron 30 mg de NaTrxh recombinante con un alto
grado de pureza. La proteina pura fue unida covalentemente a una matriz inerte
(Affi-Gel) y asi se gener6 una columna de afinidad (Affi-Gel-NaTrxh). El porcentaje
de unién 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 Ajgy de 0.0
(fraccion 7, Figura 19A), se procedid a la elucibn de las proteinas unidas
fuertemente aplicando una solucion de glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6
(fraccion 8, Figura 19A). Las fracciones que contenian una mayor cantidad de
proteina (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 liofilizacién y
resuspendidas en PBS utilizando la misma proporcion de volumen inicial a
volumen de resuspension para evaluar su capacidad de inmunodetectar a la
NaTrxh recombinante. En la figura 19B se observa que sélo la fraccion unida se

enriquecié con los anticuerpos anti-NaTrxh.
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Figura 19. Purificacion del suero anti-NaTrxh. A. Analisis por absorbancia (280 nm) de las
fracciones obtenidas de la purificacion del suero por cromatografia de afinidad utilizando la
columna Affi-Gel-NaTrxh. Los lavados se hicieron agregando PBS a la columna (fracciones 1 a 7),
mientras que la elucién se efectué con glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6 (a partir de la fraccion
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. Andlisis por Western-blot de la fase no
unida a la columna (NU) y la unida a ésta (U) de su capacidad de inmunodetectar 1 ug de la
NaTrxh recombinante utilizando titulos de 1:1,000 y 1:2,000, como se indica.

El suero purificado anti-NaTrxh con las proteinas recombinantes NaTrxh y
Trx de E. coli detectaba especificamente a la NaTrxh recombinante (Figura 20A).
Al repetir el inmunoanalisis en distintos o6rganos de N. alata, sélo se
inmunodetect6 a la banda de 16 kDa que coincide con la masa molecular teérica
de la NaTrxh (Figura 20B). Por lo tanto, se puede concluir que la NaTrxh se
expresa en todos los 6rganos de la planta, pero sobre todo se encuentra en los
estilos maduros, coincidiendo temporalmente con las proteinas involucradas en las

interacciones polen-pistilo.
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Figura 20. Inmunodeteccién de la NaTrxh utlizando los anticuerpos purificados por cromatografia
de afinidad. A. Los anticuerpos solo reconocen a la NaTrxh recombinante (NaT) y no a la Trx
recombinante de E. coli (EcT). B. Patron de expresion 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 cromatografia de afinidad. A la izquierda de cada membrana
se presenta el gel tefiido 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 expresion diferencial entre estilos de
N. alata BT y N. plumbaginifolia a nivel de mRNA (Figura 10), por lo que fue
necesario demostrar que este patron se reproducia a nivel de proteina.

El patron de expresion a nivel de proteina se evalué por inmunodeteccion
de la NaTrxh utilizando extractos de proteina total de estilos de de N. alata Al
S105S105 Y AC BT, de AC N. plumbaginifolia y AC N. tabacum. En la Figura 21 se
demuestra que la expresion de NaTrxh no sélo es mayor a nivel de mRNA (Figura
10) sino también a nivel de proteina en estilos de N. alata que de N.
plumbaginifolia y N. tabacum.

La diferencia de expresion a nivel de proteina de NaTrxh no es tan
pronunciada cuando se comparan los estilos de N. plumbaginifolia con los estilos
de N. alata Si105S105. 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 proteina total, los extractos

de N. alata S;05S105 contienen una proporcibn muy elevada de S-RNasa con
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respecto al resto de las proteinas. De esta manera, los extractos de N. alata BT,
gue no expresa ninguna S-RNasa, aparentemente contienen mas NaTrxh. Se
puede considerar que los niveles reales de la NaTrxh corresponden a un perfil
donde las proteinas se encuentran mejor representadas, como se encontrd 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 Si0sS105 ¥ N.
plumbaginifolia, debe considerarse la abundancia relativa de las proteinas al ser

normalizadas y cargadas en el gel para su analisis.

Sis-RNasa »

<NaTrxh

Figura 21. Inmunodeteccion de la NaTrxh en los extractos de proteina total (15 ug) de los estilos
de N. alata S;95S105 (Al), 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 tefiido con azul de
Coomassie.

En un andlisis mas amplio para evaluar la presencia de la NaTrxh en otras
especies de Nicotiana, se incluyeron a las siguientes especies Al: 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 Al 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 Al y, por lo tanto, sea un gen modificador que participaria en el

rechazo del polen alelo S-especifico en Nicotiana.

~ «NaTrxh

Figura 22. Inmnodeteccion de la NaTrxh en los extractos de proteina total de los estilos de algunas
especies autoincompatibles (Al): N. alata S;95S105, 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
inmunodeteccion se utilizé el anticuerpo anti-NaTrxh purificado. A la izquierda se muestra el gel
tefiido con azul de Coomassie.

VI.3. La NaTrxh es unatiorredoxinatipo 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 analisis
filogenético utilizando el método de neighbor-joining (Kumar et al., 2001) con
diferentes secuencias de aminoacidos de Trx vegetales. El resultado de este
analisis filogenético (Figura 23) muestra cinco grupos de tiorredoxinas
correspondientes a los tipos especificos (f, m, x, o y h) y, por lo tanto, a su
localizacion subcelular. Cuatro grupos corresponden a las tiorredoxinas
organelares, de los cuales los dos principales son las tiorredoxinas de cloroplasto
tipo my las tipo f. Por otro lado, se encuentra la tiorredoxina tipo x (de cloroplasto)
usada en el analisis y en otra rama a la Unica tiorredoxina mitocondrial hasta ahora
identificada de A. thaliana (tiorredoxina tipo 0). El otro grupo principal del analisis

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 Il de las Trx h (Figura 23).

.....................

-
--------

T

Figura 23. Analisis filogenético de las tiorredoxinas vegetales. Cuatro grupos (Trx f, Trx m, Trx X y
Trx 0) corresponden a las tiorredoxinas organelares. El quinto grupo contiene a las tiorredoxinas
tipo h (Trx h). Este Ultimo se encuentra dividido en tres subgrupos (Sub I, Sub Il y Sub IIl). La
NaTrxh (resaltada y sefialada con la flecha) se encuentra dentro del subgrupo Il de las Trx h.

VI.4. La NaTrxh recombinante actia como Trx tipica y es reducida con

NADPH y con la NTR

Para conocer el papel que desempefia la NaTrxh en eventos de
polinizacién, es necesaria la identificacion de sus proteinas blanco. Con este
objetivo, se analiz6 la capacidad de la NaTrxh para reducir los puentes disulfuro
de la insulina (Holmgren, 1979) comparandola con la de la tiorredoxina
recombinante de E. coli. El resultado indica que ambas proteinas 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 (triangulos).
Ambas proteinas fueron incubadas con la insulina en presencia (rellenos) o ausencia (vacios) de
DTT como donador de electrones. El ensayo de reduccion de la insulina sélo con DTT 0.1 M fue
utilizado como control (asteriscos).

En las plantas, el sistema tipico reportado para las Trx tanto citoplasmicas
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 tipico de Trx (Figura 24), incubando el
sistema completo por diferentes tiempos y marcando los grupos sulfhidrilo con
mBBr, se demostré que la NaTrxh es reducida por la NTR recombinante de E. coli
a partir de NADPH (Figura 25). De esta manera, se siguio la estrategia de reducir
in vitro a las proteinas estilares de N. alata utlizando el sistema NADPH/NTR/Trx

para identificar a las proteinas blanco de la NaTrxh.
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Figura 25. Reduccién de la NaTrxh recombinante con NADPH y con la NTR recombinante de E.
coli (NTR E. coli). Los electrones unicamente 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 analisis
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 uanicamente cuando est4d 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 reduccion 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). Asi, que con estos datos queda demostrado que la
NaTrxh es una Trx h y que ademas, la NaTrxh puede ser reducida por la NTR
recombinante de E. coli (Figura 25). Esto asegura que la reduccion in vitro de las
proteinas estilares de N. alata utilizando el sistema NADPH/NTR/NaTrxh pueda

llevarse a cabo.
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VI.5. Identificacion de algunas proteinas blanco con una electroforesis en

dos dimensiones SDS-PAGE (no reductoral/reductora)

Para conocer el papel bioguimico de la NaTrxh en el rechazo del polen alelo
S-especifico, fue primero necesario identificar a sus proteinas blanco, es decir,
conocer aquellas proteinas cuyos disulfuro fueran reducidos por la NaTrxh y
demostrar que su funcion pudiera ser regulada por su estado redox.

Para tal propdsito se probé el sistema de identificacion de proteinas blanco
de Trx propuesto por Yano et al. (2001), el cual consiste en un sistema de
electroforesis desnaturalizante en dos dimensiones. La primera dimension
electroforética se realiza en condiciones no reductoras, es decir, los grupos tiol de
las proteinas del extracto crudo son marcados con mBBr y las proteinas
desnaturalizadas con amortiguador sin DTT 6 2-mercaptoetanol. Para la segunda
dimensidn, el carril en el cual fueron separadas las proteinas 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 dimension fueron las que variaron y se
muestran a continuacion:

a) Sin agentes reductores.
b) Reduccién con DTT.
c) Reduccién con NADPH + NTR + NaTrxh.

La primera condicion sirve como control negativo y muestra aquellos grupos
sulfhidrilo que no forman puentes disulfuro (i. e. alguna cisteina libre) o se
mantienen reducidos a pesar de las condiciones oxidantes de la extraccion de
proteinas. Estas proteinas fluoresceran por el marcaje con mBBr y quedaran sobre
una diagonal porque su migracion tanto en la primera como en la segunda
dimensién debe ser igual; mientras que las proteinas con puentes disulfuro se
reducirdn en la segunda dimension y tendran un patron de migracion diferente en

ésta, quedando asi fuera de la diagonal. Ademas, estas proteinas no estaran
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marcadas con fluorescencia, ya que el mBBr se aplica antes de realizar la primera
dimension electroforética.

La segunda condicion revelara el total de sulfhidrilos marcados, es decir,
fluorescen tanto los grupos tiol iniciales libres como aquéllos que fueron producto
de la reduccion de algun puente disulfuro, quedando todas las proteinas sobre una
diagonal. Bajo esta condicidn, realizando una sustraccion de las proteinas con
grupos tiol marcados en el control negativo, se hacen evidentes aquellas proteinas
cuyos puentes disulfuro podrian 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
aun, pero las tiorredoxinas reducen sélo a algunas proteinas, es decir, existe cierta
especificidad hacia su proteina blanco. Por lo tanto, se tendrian proteinas tanto
dentro como fuera de la diagonal, un marcaje fluorescente mayor al control
negativo pero menor (0 menos generalizado) que en el caso del control positivo.

Al realizar este andlisis utilizando un extracto de proteinas solubles de
matriz extracelular de estilos de N. alata S105S105, S€ determind que en el control
negativo existieron grupos sulfhidrilos basales (Figura 26B). Al tener un extracto
completamente reducido, las proteinas 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 observé que
existen algunas proteinas que fueron reducidas por esta tiorredoxina pero de
manera un poco mas discreta que cuando fueron reducidas con DTT (Figura 26F).

Algo interesante de estos resultados era que una de las proteinas
claramente reducida por la NaTrxh era muy abundante y tenia una masa
molecular similar a la de la S-RNasa (Figura 26F). Al realizar una inmunodeteccion
utilizando anticuerpos anti-S;ps-RNasa se confirmé que, en efecto, esta proteina
era la S-RNasa (Figura 26G), lo cual es de gran importancia por ser la
determinante femenina en el rechazo del polen alelo S-especifico en N. alata.
Cabe mencionar que tanto el marcaje de grupos sulfhidrilo como la migracién 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
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S-RNasa y; (2) existe una especificidad quimica de la NaTrxh hacia determinados

puentes disulfuro de la S-RNasa.
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Figura 26. Identificacion de la S;os-RNasa como blanco de la NaTrxh. Se utilizé la técnica de
SDS-PAGE 2D con un extracto de proteina soluble de matriz extracelular de estilos de N. alata
S105S105- A y B. las proteinas no fueron reducidas para la primera dimensién. C y D. Reduccion con
DTT. E y F. Reduccion con el sistema Trx usando a la NaTrxh recombinante; G. Inmunodeteccion
de la S;p5-RNasa. Las flechas sefialan a la S-RNasa.
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Este mismo ensayo fue realizado utilizando un extracto de proteina total de
estilos de N. alata Sc10Sci10. 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
reduccion de la S-RNasa por la NaTrxh es un evento alelo S-inespecifico porque

reduce tanto a la S1o5- como a la Sc1g-RNasa.
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Figura 27. Identificacion de la Scip-RNasa como blanco de la NaTrxh. Se utilizd la técnica de
SDS-PAGE 2D con un extracto de proteina total de N. alata Sc10Sci0- A y B. Las proteinas no
fueron reducidas para la primera dimension. C y D. Reduccién con DTT. E y F. Reduccion con el
sistema Trx usando a NaTrxh recombinante. Las flechas sefialan a la S-RNasa.
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VI.6. Identificacion de la S-RNasa como proteina blanco de la NaTrxh con una

cromatografia de afinidad

Una vez identificada a la S-RNasa de dos diferentes haplotipos (Scio- Y
Si05-RNasa) como proteina 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 utilizé 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
cromatografia de afinidad a aquellas proteinas cuyos puentes disulfuro fueron
reducidos por la NaTrxh (Kalef et al., 1993).

Para estos ensayos, Unicamente se utilizaron las proteinas de la fraccion
mas soluble de la matriz extracelular de N. alata Si05Si0s, las cuales fueron
obtenidas bajo las condiciones descritas en la metodologia, a excepcion de que
ninguno de los amortiguadores contenia Na,S,0, porque actia como agente
reductor. Las proteinas fueron tratadas bajo las siguientes condiciones antes de
proceder a la cromatografia:

a) Sin ningun agente reductor.
b) 2-mercaptoetanol 20 mM.
c) 2.5ug NaTrxh + 2.0 ug TrxR (E. coli) + 0.125 umol NADPH.

Finalmente, cada reaccion fue aplicada a la resina y por decantacion se
obtuvo la fase no unida. Después de lavar la resina dos veces con Tris-HCI
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 proteinas unidas
fuertemente se eluyeron lavando tres veces con el amortiguador conteniendo
2-mercaptoetanol 0.5 M.

Cada fraccion 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 proteinas que se unieron en forma

especifica a la resina fue de 35 kDa aproximadamente. Su abundancia sugirié que

76



correspondia a la Sj;os-RNasa (Figuras 28A2 y A3). Los lavados y los eluatos
fueron analizados por Western-blot utilizando anticuerpos contra la S;ps-RNasa
(Figura 28B), lo cual demostré que la S;os-RNasa es reducida, junto con otras
proteinas, por la NaTrxh recombinante (Figura 24B3), mientras que en el control
negativo (Figuras 28A1 y B1), la Sips-RNasa sélo se observa en las primeras
fracciones de la cromatografia. Esto no descarta totalmente la posibilidad de que
haya una fraccion de la S;os-RNasa reducida con grupos tiol vecinos en una
cantidad muy baja, de tal forma que no es posible detectar un patrén de elucién
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).

A1 2

2-ME (20 mM) 3 NADPH/NTR/NaTrxh
21mM 5mM  05M

Sin reducir
2-ME 21mM 5mM  05M

B 1
§-e.
Figura 28. Identificacién de la S;ps-RNasa como proteina blanco de la NaTrxh utilizando la
cromatografia de afinidad con PAO. A. Proteinas tefiidas con nitrato de plata después de haber
sido separadas por SDS-PAGE al 12.5%. NU: fraccién no unida a la resina; La concentracién de
2-mercaptoetanol en cada lavado o en las elusiones estdn marcadas como 1 mM (dos carriles),
5 mM (cinco carriles) y 0.5 M (3 carriles). 1. Sin reducir: las proteinas no fueron reducidas; 2. 2-ME
(20 mM): reduccion con 2-mercaptoetanol 20 mM; 3. NADPH/NTR/NaTrxh: reducciéon con el
sistema Trx usando a la NaTrxh recombinante. B. Analisis 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 S;p5-RNasa.
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VI.7. La NaTrxh interacciona especificamente con la S-RNasa

La interaccion entre una tiorredoxina y su proteina blanco generalmente es
efimera (Kallis y Holmgren, 1980; Wynn et al., 1995). La Unica manera de
estabilizar el complejo Trx:proteina blanco es mutando a la segunda cisteina de la
Trx por una serina (Verdoucq et al., 1999). Sin embargo, se ha logrado ver la
interaccidon entre las Trx THL1 y THL2 con SRK en Brassica por la técnica de
doble hibrido en levadura (Bower et al., 1996; Mazzurco et al., 2001). Con el fin de
corroborar que la interaccion entre la NaTrxh y la S-RNasa es especifica, se hizo
un ensayo tipo pull down. Se pas6 un extracto de proteina total de estilos de N.
alata S;05S105 por una columna de afinidad, la Affi-Gel-NaTrxh. Después de lavar
completamente a la columna con amortiguador de unién, se hicieron lavados con
distintas concentraciones de NaCl y Tritdbn X-100. La S-RNasa so6lo eluyé cuando
se cambio el medio de pH 7.9 a 2.6 con glicina 50 mM y NaCl 50 mM (Figura 29A).
Como control de interaccion, se usé la columna Affi-Gel-BSA (Figura 29B) y la
columna Affi-Gel-Gly (Figura 29C), a las cuales la Sips-RNasa no se unid, lo que
refuerza que la interaccion entre esta proteina y la NaTrxh es especifica. De esta
manera, se puede concluir que la reduccién de la S-RNasa depende de un

reconocimiento independiente del estado redox de ambas proteinas.
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Figura 29. La S;ps-RNasa interacciona especificamente con la NaTrxh. A. Extractos de proteina
total de estilos de N. alata S;0sS195 Obtenidos sin agentes reductores (extracto crudo, EC) fueron
pasados por la columna Affi-Gel-NaTrxh. Después de recuperar la fracciébn no unida (NU), la
columna fue lavada con 10 volumenes cama de amortiguador de unidn (sélo 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 proteinas fuertemente unidas a la NaTrxh (U) se eluyeron con amortiguador de elucién.
Todas las fracciones fueron analizadas utilizando el anticuerpo policlonal anti-S;os-RNasa. B y C.
mismo procedimento que en A pero las proteinas 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 méas 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 veria reforzada si
estas proteinas coexistieran espacialmente en la planta. Se siguié la metodologia
propuesta por Wu et al. (2000), en la que se parte del hecho de que las proteinas
extracelulares del estilo eluyen del tejido de acuerdo a su solubilidad, lo que
sugiere su localizacién subcelular. Las proteinas mas solubles son las que se
encuentran en la matriz extracelular, luego, incrementando la concentracion de
NaCl, eluyen aquéllas de la matriz extracelular que se encuentran asociadas mas
fuertemente a la pared celular. Siguiendo esta estrategia, se obtuvieron fracciones
de proteinas estilares recuperando las fracciones soluble de la matriz extracelular,

de matriz extracelular asociada a la pared celular y la fracciébn de proteinas
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intracelulares. Todas estas fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura
30A).

Anti-S,,-RNasa  Anti-NaTTS  Anti-NaTrxh

Figura 30. Inmunodeteccién de la S105-RNasa, de la NaTTS y de la NaTrxh en las tres fracciones
obtenidas en base a la solubilidad de proteinas de los estilos de N. alata S;05S195. A. Proteinas
teflidas con azul de Coomassie. B. Inmunodeteccién de la S;ps-RNasa. C. Inmunodeteccién de la
NaTTS. D. Inmunodeteccién de la NaTrxh (nétese como Unicamente se observa una banda en
cada fraccion). 1. Proteinas de la fraccion mas soluble de la matriz extracelular. 2. proteinas de
matriz extracelular asociadas a la pared celular. 3. proteinas intracelulares.

Al analizar las diferentes fracciones, se determind que la S-RNasa y NaTTS
son recuperadas en las dos primeras fracciones (Figuras 30B y C, carriles 1y 2),
resultado que corrobora lo reportado en la literatura, ya que se sabe que la
S-RNasa y NaTTS son proteinas 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 proteinas de matriz
extracelular, son las isoformas de NaTTS. Estas isoformas se generan por
diferentes grados de glicosilacion (Wu et al., 2000). Claramente se observan dos
poblaciones de NaTTS, en la primera se inmunodetecta una poblacién que varia
de 55-110kDa y es la que se encuentra en la fase mas soluble de la matriz
extracelular (tal y como se observa en el carril 1 de la Figura 30C), mientras que la
otra varia 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 habia 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 inmunodetecté a esta proteina en la fraccibn mas soluble de la
matriz extracelular (Figura 30D, carril 1), lo que sugiere que NaTrxh es una
proteina de matriz extracelular del estilo.

Con los resultados hasta aqui 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 fraccion mas soluble de la matriz extracelular, es posible
sugerir que la NaTrxh coexiste tanto temporal como espacialmente con proteinas
de gran importancia en las interacciones polen-pistilo, como lo son la S-RNasa y
NaTTS. Por lo tanto, la interaccion y reduccion 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 transmisién en estilos de N. alata

Los datos de la Figura 30 indican que una fraccién considerable de la
NaTrxh se encuentra en extractos enriquecidos de matriz extracelular del tejido de
transmision de estilos. Ademas, posee caracteristicas similares de solubilidad a
dos proteinas especificas de la matriz extracelular, la S-RNasa y NaTTS. Sin
embargo, en la secuencia de la NaTrxh no se predice ningun péptido sefal
ortodoxo que promueva su secrecion. Para tener datos mas precisos sobre la
localizacion subcelular de la NaTrxh, se hicieron ensayos de colocalizacion en
cortes transversales de estilos de 6 — 7 um de grosor de N. alata Sci0Scio. LOS
cortes fueron incubados simultaneamente con los anticuerpos primarios
anti-NaTrxh y con los anticuerpos monoclonales anti-Scip-RNasa. Después, se
hizo la incubacion simultanea con los anticuerpos secundarios anti-conejo
conjugados al fluorocromo Alexa Fluor 568 (sefial roja) y anti-raton conjugado al
FITC (seinal verde) (Figura 31).

El resultado de los ensayos de inmunolocalizacién indica una clara

colocalizacion de la Scip-RNasa y la NaTrxh en el tejido de transmision estilar
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(Figuras 31B y E). Al preincubar los anticuerpos primarios con la NaTrxh
recombinante, sélo se observo la sefial verde (correspondiente a la Scip-RNasa),
lo que quiere decir que la sefal roja se abatié (Figuras 31C y F) debido a que los
anticuerpos anti-NaTrxh fueron saturados con la NaTrxh, indicando su

especificidad hacia esta proteina.

Figura 31. Colocalizacion de la NaTrxh y de la Scio-RNasa en la matriz extracelular del tejido de
transmision del estilo de N. alata. A y D. Sin anticuerpos primarios para mostrar la
autofluorescencia del tejido. B y E. Colocalizacién de la NaTrxh (rojo) y la Sci0-RNasa (verde). C y
F. lIgual 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 umen A aCy a
55umenDakF.

Al magnificar la imagen de la figura 31E, es claro que tanto la Scio-RNasa
como la NaTrxh son proteinas de secrecion y que éstas colocalizan en la matriz
extracelular del tejido de transmision 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. Colocalizacion de la NaTrxh y de la Scip-RNasa en la matriz extracelular del tejido de
transmision de estilos de N. alata. La barra corresponde a 13.3 um.

VI.10. La secuencia de la NaTrxh contiene la informacién necesaria para

promover su secrecion

Se ha asumido que las Trx h tienen una localizacion citoplasmica debido a
que sus secuencias carecen de algun péptido sefal (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 Il son
proteinas cuyas secuencias contienen extensiones no conservadas hacia el amino
terminal. La funcidon de estas extensiones aun no es muy clara. Sin embargo,
Gelhaye et al. (2004b) encontraron que una tiorredoxina tipo h de Populus tremula
perteneciente al subgrupo Il se localiza en la mitocondria, ademas, su extremo
amino terminal es procesado hasta el residuo 19 y es esencial para esta
localizacion no antes descrita de una Trx h (Gelhaye et al., 2004a, 2004b).

Al analizar la secuencia de la NaTrxh para identificar un posible péptido

sefal 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 proteina de secrecion; el programa de prediccion Hidden
Markov (Bendtsen et al., 2004b) indicé que la NaTrxh podria ser una proteina de
secrecion, ya que predijo un péptido sefial con una probabilidad del 95.3%.
Ademas, 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 proteina que se secreta por una via no clasica de secrecion, es
decir, independientemente del reticulo endoplasmico y al aparato de Golgi
(RE/Golgi). Esta prediccion se logra porque el programa compara a la NaTrxh con
la Trx-1 de humano, la cual es secretada al torrente sanguineo. Esta tiorredoxina
carece de péptido sefial y se sabe que puede secretarse por una via
independiente al RE/Golgi (Tanudji et al., 2003).

El analisis filogenético de la Figura 23 muestra que la NaTrxh pertenece al
subgrupo Il de las Trx h. Esta proteina efectivamente contiene una extension hacia
el amino terminal que no se encuentra conservada en otras secuencias de Trx.
Por lo tanto, para probar si la proteina contiene la informacién necesaria para
determinar su secrecion, la secuencia completa de la NaTrxh se fusion6 a GFP y
se bombardearon plantulas de A. thaliana para analizar su expresién transitoria y
la localizacion de la GFP. Por otro lado, la fusion NaTrxh:GFP también se clon6
usando el vector binario pBIN19 en A. tumefaciens y se infectaron hojas de N.
benthamiana por agroinfiltracion para analizar de igual manera su expresion
transitoria y localizacion de GFP. En ambos vectores, la fusibn 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 proteina (Figuras 33B y D).
Sin embargo, cuando en hojas de N. benthamiana se expresa la proteina de fusion
NaTrxh:GFP, la fluorescencia de la GFP se ubica principalmente en la pared
celular (Figuras 33F y H), lo que significa que esta proteina de fusion es secretada

al espacio extracelular. Por otro lado, fue interesante encontrar que lo mismo
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ocurrid cuando la proteina de fusidon se expreso en hojas de A. thaliana (Figuras
33JyL).

Figura 33. La proteina de fusion NaTrxh:GFP se secreta a la pared celular de las hojas de N.
benthamiana y de A. thaliana. A — D. Expresién de GFP en hojas de N. benthamiana como control
de expresion y localizacion. E — H. Expresion de la proteina de fusién NaTrxh:GFP en hojas de N.
benthamiana. | — L. Expresion de la proteina de fusibn NaTrxh:GFP en hojas de A. thaliana.
Después de la transfeccion, las hojas se analiaron bajo microscopia de contraste de fases (A, E, I)
y bajo microscopio de fluorescencia para GFP (B, F, J) y para clorofila (C, G, K). Las im&genes D,
H y L corresponden a la superposicion de las tres imagenes de cada experimento. Las flechas
sefialan la fluorescencia de GFP; PC: pared celular; Cit: citoplasma; Clor: fluorescencia de clorofila.
Las barras corresponden a 10 um (A —H) y a 20 um (I - L).

Con los resultados de la Figura 33 se demuestra que la secuencia de la
NaTrxh contiene la informacién necesaria para que se lleve a cabo su secrecion.
Ademas, el hecho de que este comportamiento se observe en hojas y en dos
sistemas heterdlogos a N. alata significa que la sefial contenida en la NaTrxh es
general y reconocida a pesar de ser 6rganos y especies diferentes. Por lo tanto, la
secrecion que se lleva a cabo en los estilos de N. alata se debe a la misma
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NaTrxh y no al caracter secretor que tienen las células del tejido de transmision

estilar.

VI.11. En el amino terminal de la NaTrxh se encuentra la sefial que determina

Su secrecion

Los resultados mostrados en la Figura 33 muestran que efectivamente la
secuencia de la NaTrxh contiene la informacion suficiente para que se lleve a cabo
su secrecion. Tomando en cuenta la prediccion del sitio de corte del péptido sefal
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 denomind NaTrxhANa (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 inmunodeteccion 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 algin péptido sefial que sea
procesado, la probabilidad que incluyen al péptido para el cual fue dirigido este
anticuerpo es alta. Por esta razon, también se genero la mutante NaTrxhANB, la
cual carece de los primeros 27 residuos de aminoacidos (Figura 15).

Ambas mutantes fueron clonadas en el vector pHBT, quedando asi
fusionadas hacia el amino terminal de la GFP y bajo el promotor CaMV35S. El
plasmido fue utilizado para bombardear plantulas de A. thaliana y analizar la
expresion transitoria de cada una de las mutantes en las hojas.

Como control positivo se utilizé a la proteina de fusion 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 transformo con la mutante NaTrxhANa fusionada a
GFP, esta proteina siguié secretandose hacia la pared celular (Figuras 34F y H).

Sin embargo, cuando se expresO la proteina de fusion NaTrxhANB: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 informacion que contiene la
NaTrxh para dirigir su secrecion se encuentra hacia el amino feera sin que sea un

péptido sefial clasico en el sentido amplio del concepto.

Figura 34. La informacion para dirigir la secrecion de la NaTrxh se encuentra en el amino terminal
de la proteina. A — D. Expresién de la proteina de fusion NaTrxh:GFP en hojas de A. thaliana. E —
H. Expresion de la proteina mutante NaTrxhANa fusionada a GFP en hojas de A. thaliana. | — L.
Expresién de la proteina mutante NaTrxhANB fusionada a GFP en hojas de A. thaliana. Después
de la transfeccion, las hojas fueron andlizadas bajo microscopia de contraste de fases (A, E, I) y
bajo microscopio de fluorescencia para GFP (B, F, J) y para clorofila (C, G, K). Las imagenes D, H
y L corresponden a la superposicion de las tres imagenes de cada experimento. Las flechas
sefialan la fluorescencia de GFP; PC: pared celular; Cit: citoplasma; Clor: fluorescencia de clorofila.
Las barras corresponden a 20 pum.

El hecho de que una proteina sin un péptido sefial canonico sea secretada
podria significar la existencia de sefiales internas en la secuencia de la misma
proteina como ocurre con la Trx-1 de humano (Tanudji et al., 2003). En el caso de

la NaTrxh, esta informacién se encuentra hacia el amino terminal, pero no en el
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extremo como generalmente ocurre con los péptidos sefial ortodoxos. Queda claro
gue esta sefial es interna porque al ser eliminados los primeros 16 aminoacidos la
proteina sigue siendo secretada (Figuras 34F y H) a diferencia de cuando es
eliminado hasta el residuo Pro-27 (Figuras 34Jy L).

Este resultado también sugiere que la secrecidon de la NaTrxh no se lleva a
cabo por la via clasica de secrecion, es decir, que tal vez se lleve a cabo por una
via 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 suspension de N. alata que expresen la
proteina de fusion NaTrxh:GFP. Si la secrecion se inhibe en presencia de
brefeldina A, diria que la secrecién se lleva a cabo por la via clasica; si se sigue
llevando a cabo, significaria que la NaTrxh es secretada por una via independiente
del RE/Golgi.
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VII. DISCUSION

VII.1. La NaTrxh es una tiorredoxina tipo h que se secreta al espacio

extracelular

En este trabajo se corrobor6 que la NaTrxh, codificada en el cDNA
AFLP25-F, es una tiorredoxina tipo h de 16.8 kDa. El analisis filogenético indica
que la NaTrxh esta incluida en el subgrupo Il del grupo de las Trx h. Esta Trx es
nueva dentro del género Nicotiana, ya que hasta la fecha solo se habian reportado
dos genes de Trx h en N. tabacum (Brugidou et al., 1993) pertenecientes al
subgrupo | (nimeros de acceso: Q07090 y X58527, Figura 23).

En este trabajo se muestran los datos que indican que la NaTrxh es una
proteina de secrecion. La NaTrxh tiene caracteristicas de solubilidad en la matriz
extracelular del tejido de transmisidn de los estilos de N. alata que son similares a
las de las proteinas NaTTS y S-RNasa, cuya secrecion y localizacion hacia la
matriz extracelular estan bien documentadas (Anderson et al., 1989; Wu et al.,
2000). Asimismo, los ensayos de inmunolocalizacibn muestran una colocalizacion
de la S-RNasa y de la NaTrxh en la matriz extracelular del tejido de transmision en
los estilos de N. alata. El hecho de que la NaTrxh sea secretada por las células del
tejido de transmisién podria deberse al caracter secretor de este tejido. Sin
embargo, cuando se expresa de manera transitoria la proteina de fusion
NaTrxh:GFP en las hojas de N. benthamiana y de A. thaliana, se demuestra que la
secrecion de la NaTrxh también se lleva a cabo en otros 6rganos y en especies
vegetales distintas, sugiriendo que la NaTrxh contiene una sefial para dirigir su
secrecion que es reconocida por otras plantas.

Hasta ahora, no se habia reportado que una Trx h se secretara al espacio
extracelular. La NaTrxh es la primera Trx de plantas que se demuestra que se
secreta. EI mecanismo por el cual la regidon que tiene en su extremo amino dirige
la secrecion de la NaTrxh no esta claro. Es evidente que esta secuencia actla
como una sefial de secrecidon. Sin embargo, la sefal 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 Il se caracterizan por tener una extensiéon en su
extremo amino, cuya funcion se desconoce. Hay evidencias que sugieren que esta
extension es importante para su localizacion en distintos compartimientos
celulares (Gelhaye et al., 2004a, 2004b). El ejemplo mas claro se encuentra en la
Trx h PtTrxh2 de Populus tremula del subgrupo Il que contiene una secuencia
esencial para dirigir la proteina hacia la mitocondria. Esta extension de 19
aminoacidos 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 proteina RPP13-1, una Trx h del subgrupo | (nimero
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
aminoacidos de su secuencia, la proteina es incapaz de moverse a traves del
simplasto entre una célula y otra (Ishiwatari et al., 1998). En este caso, los
primeros cinco aminodcidos del extremo amino de RPP13-1, el dominio MAAEE,
funciona como una sefal, 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 via independiente del

reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi

El hecho de que hayan proteinas que se secretan a pesar de carecer de un
péptido sefial, sugiere que dicha secrecion se lleva a cabo por una via
independiente del RE/Golgi. Sin embargo, este fendmeno no ha sido totalmente
estudiado en plantas. En levadura se ha encontrado un gran nimero de proteinas

que, a pesar de no contener un péptido sefial, se encuentran en la superficie
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celular (Nombela et al., 2006). Algunas de estas proteinas también se localizan en
el citoplasma, donde llevan a cabo funciones ya conocidas, mientras que cuando
son exportadas estan involucradas en procesos especificos en la superficie celular
(Fernandes et al., 1992; Gozalbo et al., 1998).

En la busqueda de una sefal de secrecion en el extremo amino de la
NaTrxh, se eliminaron los primeros 16 residuos de la regiéon del amino terminal
(NaTrxhANa), que es la region que se predice como péptido sefial (Bendtsen et
al., 2004b). También se generd otra mutante, la NaTrxhANB, de 27 residuos
faltantes en su amino terminal. Los resultados mostraron que la eliminacion de los
primeros 16 residuos no modifica la secrecion de la proteina de fusion
NaTrxhANo:GFP. Sin embargo, cuando se transform6 con la NaTrxhANS
fusionada a GFP, la capacidad de secrecion de dicha fusién no se perdid. Esto
significa que la sefial que dirige la secrecion de la NaTrxh en hojas de A. thaliana
no se encuentra entre los primeros 16 residuos, sino en un dominio interno que
aparentemente estaria en la secuencia contenida entre los residuos Ala-17 y Pro-
27. De esta manera, el mecanismo por el cual esta extension del extremo amino
de la NaTrxh dirige su secrecion podria ser por una via no clasica de secrecion, es
decir, que no sea por la via dependiente del RE/Golgi, tal y como ocurre con la
Trx-1 de humano, la interleucina-1p y la galectina-1 (Rubartelli et al., 1990; Cooper
y Barondes, 1990; Tanudji et al., 2003). De manera interesante, la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa, la enolasa y la fructosa 1,6-bifosfato aldolasa de
levadura son capaces de dirigir la secrecion de proteinas reporteras fusionadas a
éstas (Pardo et al., 1999; Delgado et al., 2003), tal y como ocurrié con la NaTrxh
fusionada a GFP.

Las proteinas que carecen de un péptido sefial candnico pero que son
secretadas deben ser capaces de atravesar la membrana plasmatica. En estudios
recientes por microarreglos de proteina de levadura, se ha encontrado que
muchas proteinas citoplasmicas 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, aun falta mucha informacion que permita
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conocer los detalles de un proceso de secrecion alternativo al dependiente de
RE/Golgi.

En levadura son tantas las proteinas que se secretan en forma no
convencional que aun no ha sido posible proponer un mecanismo alternativo para
su secrecion. Sin embargo, basandose en los reportes de levaduras y otros
organismos, se han podido postular diferentes hipétesis (Nombela et al., 2006)
que involucran distintos mecanismos y proteinas que participan en la exportacion
de proteinas de secrecion no clasica. Un posible mecanismo es que este tipo de
proteinas pueden tener cierta afinidad hacia vesiculas de secrecion provenientes
del aparato de Golgi o0 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 proteinas que une ATP, Ste6p, es un
candidato que puede estar dirigiendo la exportacion de estas proteinas, tal y como
lo hace con la feromona o de levadura (Nickel, 2003; Nombela et al., 2006).
También se encuentran los genes de exportacion no clasica, NCE101 y NCE102
de levadura, los cuales estan involucrados en la exportacion de galectina
heter6loga de mamiferos (Cleves et al., 1996; Nombela et al., 2006). Evidencias
en mamiferos y parasitos sugieren que también puede haber formacién de
burbujas en la membrana (Nickel, 2003). Por ultimo, se propone que puede haber
un reconocimiento especifico por ciertos transportadores de las proteinas de
exportacion no convencional para que logren atravesar la membrana celular y
salir.

En las plantas pueden estar ocurriendo todas las posibilidades aqui
mencionadas. Para el caso particular de la NaTrxh en los estilos de N. alata, hay
gue considerar que el tejido de transmision estilar tiene un caracter secretor. Por lo
tanto, debe tener una actividad muy alta en cuanto a produccion y transporte de
vesiculas de secrecion del aparato de Golgi hacia la membrana plasméatica. Una
posibilidad es que la NaTrxh tenga cierta afinidad a las vesiculas de secrecion y se
adhiera a ellas para asi alcanzar el espacio extracelular junto con las otras
proteinas de secrecion que participan en las interacciones polen-pistilo (Figura 35,

situacion a). También es posible que en el reciclamiento de endosomas en las

92



células del tejido de transmision pueda haber integracion de la NaTrxh a uno de
estos compartimientos para salir al apoplasto (Figura 35, situacion b). Sin
embargo, aunque se requiere mucho mas evidencia genética y molecular,
tampoco es excluyente la posibilidad de que existan factores que medien la
secrecion de la NaTrxh, ya sea en forma especifica, interaccionando por ejemplo
con algun “transportador” especifico y exclusivo (Figura 35, situacion c) o de
manera inespecifica, es decir, interaccionando con ortélogos hipotéticos de
NCE101 y NCE102 de levadura o con proteinas que realicen funciones similares
(Figura 35, situacion d). Sin embargo, en esta ultima propuesta existe el problema

de que no se han reportado genes homologos a los NCE de levadura en plantas.
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Figura 35. Mecanismos hipotéticos para la secrecién independiente del RE/Golgi de la NaTrxh en
las células del tejido de transmision (TT) de estilos de N. alata. Se propone que la NaTrxh (rojo)
puede tener cierta afinidad hacia las vesiculas de secreciéon producidas por el sistema RE/Golgi (a)
0 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 seria
secretada junto con otras proteinas de secrecion clasica (turquesa). Por otro lado, pueden existir
transportadores especificos (azul obscuro) que permitan la secrecién de la NaTrxh (c) o que
proteinas homélogas a NcelOlp y NcelO2p de levadura en plantas (amarillo obscuro) sean las
responsables de su exportacion (d). RE: reticulo endopldsmico; Ap. Golgi: aparato de Golgi. Los
simbolos utilizados para representar a cada proteina y factor se muestran en la parte inferior de la
figura.
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VII.3. Posible papel bioquimico de la NaTrxh en los estilos de N. alata

Las Trx modifican la estructura y la actividad de sus proteinas blanco al
reducir sus puentes disulfuro (Meyer et al., 1999; Laloi et al., 2001). Al estudiar las
proteinas blanco de una de las ocho Trx h codificadas en el genoma de A.
thaliana, AtTRXh3, se encontr6 que ésta reduce enzimas involucradas en al
menos nueve procesos biolégicos, tales como en el estrés oxidativo, en el
plegamiento de proteinas, en la fotosintesis y en algunos procesos de degradacién
de proteinas, por mencionar algunos (Marchand et al., 2004).

Las Trx h también se han involucrado en el sistema de Al esporofitico en
Brassica, donde se encontr6 que dos tiorredoxinas, THL-1 y THL-2, interaccionan
especificamente 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). Aungue la naturaleza de esta interaccion aun
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 proteina rica en cisteina del locus S
(SCR), que es la determinante masculina, la interaccion e inhibiciéon por THL-1 se
abaten, dando como consecuencia la activacion del receptor y asi la cascada de
sefales que dan como respuesta el rechazo del polen S-especifico (Cabrillac et
al., 2001; Kachroo et al., 2002).

Un criterio que se ha seguido para considerar que un gen esta involucrado
en el sistema de Al, es que éste se exprese especificamente en alguno de los
organos sexuales (i. e. estilo, estigma, anteras, granos de polen o tubos polinicos)
(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-especifico en N. alata. Analogamente, de
haberse seguido este criterio, Cabrillac et al. (2001) no habrian encontrado la
manera en como 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 expresion ubicua,

existen diferencias en la expresion de los distintos genes de Trx a lo largo de la
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planta, lo que significa que pueden ejercer distintas funciones bioquimicas en los
diferentes organos (Reichheld et al., 2002). Un ejemplo seria el patron de
expresion de la NaTrxh, la cual se encuentra en niveles mas altos en los verticilos
florales de N. alata, lo cual podria indicar que es aqui donde lleva a cabo
principalmente su funcién como Trx.

El hecho de que a patrtir de la poblacion segregante (08681) de Nicotiana se
encontr6, 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 proteina, sugiere la posibilidad
de que la NaTrxh sea uno de los factores responsables en la diferencia fenotipica
en cuanto a la capacidad de rechazo de polen S-especifico dentro de los
individuos de la poblacién 08681 y, por lo tanto, ser un gen modificador dentro del
sistema de Al. Por esta razon, el gen NaTrxh no fue descartado y se decidié
identificar a las proteinas blanco de la NaTrxh en la matriz extracelular del tejido
de transmision de estilos y asi tener evidencia acerca de su papel dentro de la
respuesta de Al gametofitica en N. alata.

La matriz extracelular del tejido de transmision estilar en N. alata es rica en
proteinas de secrecion, tales como la S-RNasa, que posee cuatro puentes
disulfuro (Anderson et al.,, 1989; Ida et al, 2001) y una variedad de
arabinogalactoproteinas que poseen un dominio rico en cisteinas (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 proteinas y asi podria explicarse su
mayor abundancia relativa en los pistilos cuando se comparan los niveles de
proteina en distintos 6rganos de la planta.

El hecho de que la matriz extracelular del tejido de transmision estilar sea
abundante en proteinas de secrecion, facilitd la demostracion directa de que
algunas de estas proteinas son el sustrato para la reduccién por la NaTrxh.

Si la NaTrxh reduce proteinas 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. S6lo en animales se ha reportado
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gue una NTR es secretada junto con la Trx-1 por monocitos y por lineas celulares
malignas de melanoma o leucemia (Soderberg et al., 2000). Otra posibilidad es
que al ir creciendo el tubo polinico por el tejido de transmision, incorpore a su
citoplasma a la NaTrxh, tal y como ocurre con otras proteinas 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 mas probable encontrar NADPH vy
una NTR en el citoplasma del tubo polinico para que la NaTrxh pueda llevar a
cabo su funcion reductora.

En este trabajo se mostro claramente que la S-RNasa es un sustrato de la
NaTrxh. La S-RNasa fue una de las proteinas con mayor marcaje fluorescente por
el mBBr y una de las principales proteinas unidas especificamente a la columna
con el grupo PAO, aun en presencia de otros posibles sustratos, tales como
NaTTS, 120K y las proteinas similares a extensina especificas del pistilo clase Il
(Bosch et al., 2001), las cuales, como ya se menciond, todas tienen un dominio
rico en cisteinas (Bacic et al., 1988).

Por otro lado, también fue posible detectar una interaccion estable entre la
S-RNasa y la NaTrxh, la cual es especifica e independiente de la existencia de
cualquier puente disulfuro debido a las condiciones experimentales con las que se
realizd el ensayo. Se sabe que la interaccidn entre una tiorredoxina y su proteina
blanco generalmente es efimera porque Unicamente depende del puente disulfuro
intermolecular que se forma cuando la primera cisteina de la proteina blanco es
reducida por la cisteina del lado del amino terminal. Inmediatamente después, es
atacada por la segunda cisteina de la Trx liberando asi a la proteina blanco
reducida y a la Trx oxidada (Figura 12) (Kallis y Holmgren, 1980; Wynn et
al.,1995). Por lo tanto, parece ser que la reduccion de la S-RNasa por la NaTrxh
es especifica y depende de un previo reconocimiento del sustrato por parte de
esta Trx.

Es posible que las S-RNasas formen oligdbmeros in planta, ya que se ha
encontrado que la expresion de una forma inactiva de S-RNasa con una activa del
mismo alelo tiene un efecto negativo en el rechazo del polen alelo S-especifico

(McCubbin et al., 1997). Ademas, se han encontrado dimeros de S-RNasa por
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cromatografia de exclusibn molecular bajo condiciones reductoras, acidas y
ligeramente desnaturalizantes (Oxley y Bacic, 1996). Esto significa que es posible
gue 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 polinico
(Kao y Tsukamoto, 2004; Sijacic et al., 2004), la S-RNasa forme oligbmeros, al
menos como homodimeros. La interaccion de la NaTrxh con la S-RNasa y su
consecuente reduccion pueden ser de gran importancia, ya que proveeria de las
condiciones éptimas (reductoras) que generen un cambio conformacional de la
S-RNasa, promoviendo dicha oligomerizacion y favoreciendo asi su interaccion
con el homotetramero de SLF.

Cuando se realizd una centrifugacion analitica de la Scio-RNasa purificada,
la proteina presentd un coeficiente de sedimentacion correspondiente a la forma
monomérica. Sin embargo, al reducirla con Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP), se
obtuvo que el coeficiente de sedimentacion incrementd, indicando la presencia de
dimeros y agregados mas grandes de S-RNasa (B. McClure, sin publicar).
También se demostré por espectroscopia por dicroismo circular que al calentar a
la Sk11-RNasa, ésta comienza a desnaturalizarse a los 55°C aproximadamente
bajo condiciones no reductoras; mientras que cuando esta reducida no se observa
dicho efecto. Inclusive, a los 75°C se observa un perfil de desnaturalizacion muy
diferente dependiendo de las condiciones (reductora o no reductora), sugiriendo
que la S-RNasa es mas 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 biolégicamente
relevantes (B. McClure, sin publicar). De esta manera, si la S-RNasa es reducida
in vivo para cumplir su actividad biolégica, es muy probable que sea la NaTrxh el
agente reductor in planta.

Las condiciones extracelulares generalmente son oxidativas. Asi que si la
NaTrxh lleva a cabo su funcion en la matriz extracelular del tejido de transmision,
una posible funcibn sea mantener estable y activa a la S-RNasa en forma
oligomeérica. Otra posibilidad es que, como ya se menciond, ambas proteinas sean

incorporadas al tubo polinico, donde la S-RNasa debiera recuperar tanto su
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estabilidad como actividad, lograndola gracias a la reduccion por la NaTrxh. De
igual manera, este cambio conformacional favoreceria su interaccion con la SLF.
La secrecion de la NaTrxh a la matriz extracelular del tejido de transmisiéon
en los estilos de N. alata, su interaccion y consecuente reduccion 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-especifico en N. alata.

VIl.4. Posible funcidn de la NaTrxh en el sistema de Al en N. alata

El modelo de la evasion de la citotoxicidad de las S-RNasas (Figura 8),
muestra que éstas junto con la proteina 120K son incorporadas al tubo polinico y
compartamentalizadas en una vacuola (Goldraijj et al., 2006).

Es importante considerar que el ambiente vacuolar generalmente es acido.
Se ha demostrado que este ambiente acido es mantenido principalmente por la
bomba de protones vacuolar dependiente de ATP (V-ATPasa) (Padmanaban et
al., 2004) y que dicha acidificacion de las vacuolas provee de energia para la
liberacion e incorporacion de iones y metabolitos (Sze et al.,, 1992; Littge y
Ratajczak, 1997).

Es muy probable que la proteina 120K de alguna manera se encuentra
asociada a la membrana del compartimiento vacuolar que la contiene junto con las
S-RNasas en el tubo polinico. La sefial que se observa en los ensayos de
inmunolocalizacion de 120K muestran un patron similar al que se observa con la
enzima de membrana vacuolar vPPasa (Goldraij et al., 2006). En nuestro
laboratorio se encontrd, por la técnica de doble hibrido en levadura, que la regién
del carboxilo de 120K interacciona con la subunidad c de la V-ATPasa, la cual, en
namero de 6 copias, forma un canal de protones, cuya rotacion es esencial para el
transporte de los mismos (Hirata et al., 2003).

Este dato es muy relevante porque se considera que la acidificacién de las
vesiculas por la V-ATPasa es critica en la endocitosis de complejos

ligando-recepetor, en el trafico de membranas y de proteinas solubles vacuolares
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en levadura (Stevens y Forgac, 1997). Cuando la V-ATPasa es inhibida por
concanamicina A, la liberacion adecuada de las proteinas 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 polinico, se
encontrarian en un ambiente acido y propicio para su oligomerizacién. 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 via que las
S-RNasas al tubo polinico (Figura 36). Por otro lado, se tienen datos en el
laboratorio por cromatografia de afinidad que también es posible que la NaTrxh
interaccione con la 120K, aumentando la probabilidad de que la incorporacion de
la NaTrxh sea por la misma via que las S-RNasas y 120K. Una vez incorporadas
al tubo polinico, seria ahi donde actuaria como agente reductor biolégico que
mantendria el estado reductor propicio para la estabilizacion, mantenimiento de la
actividad de las S-RNasas y la generacién de una conformacion que le permita
interaccionar de manera adecuada con los homotetrameros de SLF.

Una vez liberadas las S-RNasas a la matriz extracelular del tejido de
transmision estilar, éstas podrian sufrir una oxidacion debido a las posibles
condiciones extracelulares oxidativas (Figura 36A). Esto podria provocar que su
conformaciéon no sea la adecuada para su interaccion con SLF y/o su Optimo
efecto citotoxico sobre el tubo polinico, una vez incorporadas en su citoplasma.
Esta posible oxidacién de la S-RNasa de alguna manera podria favorecer su
interaccidon con otras proteinas estilares, tales como 120K, NaTTS y la proteina
similar a quimiocianina de 11 kDa, p11 (Cruz-Garcia et al., 2003; 2005). Ademas,
la interaccion 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 funcién de la NaTrxh en el sistema de Al en N. alata. A. Las células del tejido de
transmision (TT) secretan una gran variedad de proteinas hacia la matriz extracelular donde la
mayoria 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 polinico.
Al haber fugas de S-RNasas y NaTrxh hacia el citoplasma del tubo polinico, donde existe NADPH y
al menos una NTR (turquesa), se lleva a cabo la reduccién y oligomerizacion de las S-RNasas, lo
cual favorece su interaccién con el homotetramero de SLF; (negro). Como no hay coincidencia
alélica, se promueve la degradacién 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
polinico, permitiendo que éste siga su crecimiento. C. Cruza incompatible. La interaccion de la
S;-RNasa con los homotetrdmeros de SLF; (azul claro) se da adecuadamente debido a la
reduccién de la S-RNasa por la NaTrxh en el citoplasma. Como si hay coincidencia alélica, se
promueve la estabilizacién de HT-B y el compartimiento membranoso desaparece, liberando a las
S-RNasas en forma estable debido a la posible reduccion por la NaTrxh desde la vacuola. En A, B
y C los estilos mostrados expresan los alelos S; y S,. El tubo polinico en A expresaria a SLFz y en
B a SLF;. Los simbolos 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 demas
factores involucrados estan 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 polinico, contemplada por el
modelo de la evasion de citotoxicidad de las S-RNasas (Figura 8) con el fin de
explicar una interaccion 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 interaccion con la S-RNasa. Asi, en el citoplasma del
tubo polinico, donde seguramente hay NADPH y una NTR, también se llevaria a
cabo la reduccién de la S-RNasa, produciendo la forma oligomérica que
posiblemente es la que interacciona favorablemente con los homotetrameros de
SLF. Si los haplotipos no coinciden, la interaccion 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 oligédmeros de la S-RNasa
interaccionan adecuadamente con los homotetrameros de SLF, provocando que
HT-B sea mantenida y las S-RNasas serian liberadas al citoplasma del tubo
polinico (Goldraij et al., 2006) (Figura 36C), tal y como se explica por el modelo de
la evasion 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 polinico y asi favorecer su interaccién 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 polinico. EI NADPH, producido en la vacuola o
incorporado a ésta, junto con la NTR mantendrian el sistema NADPH/NTR/Trx
dentro de la vacuola para que la NaTrxh pueda reducir a las S-RNasas
compartamentalizadas y asi mantenerlas en su forma mas estable y activas. En
caso de ser liberadas, podran llevar a cabo su efecto citotoxico sobre el tubo
polinico en forma rapida y eficiente. Ambas posibilidades son factibles e incluso no

son excluyentes.

101



VIIl. CONCLUSIONES

La NaTrxh es una proteina que se expresa mas en los estilos de especies
Al 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-especifico. A pesar de que NaTrxh presenta un patron de expresion ubicuo a
nivel de proteina en N. alata, se propone que es una Trx que participa en eventos
reproductivos. Una evidencia que apoya esta idea es que, ademas de expresarse
principalmente en los verticilos florales, en los estilos no sélo interacciona con la
S-RNasa, sino también la reduce. Esta reduccion es de gran relevancia fisiologica
si se considera que puede ser la causa de que la S-RNasa posea una
conformacion adecuada que le permita interaccionar con SLF, su contraparte
masculina en el tubo polinico.

La NaTrxh es una Trx h cuya caracteristica particular, y novedosa en
plantas, es que es una proteina de secrecion. Esta proteina contiene un dominio,
probablemente entre los residuos Ala-17 y Pro-27, que promueve su exportacion
hacia la matriz extracelular del tejido de transmision de los estilos en N. alata.

Las redes de interaccion entre el tubo polinico y el pistilo se llevan a cabo
principalmente en la matriz extracelular del tejido de transmision estilar. El hecho
de que la NaTrxh sea secretada hacia esta regidn del estilo y coexista
espacialmente con la S-RNasa refuerza la propuesta de que tanto su interaccion
como la reduccion de la S-RNasa se lleve a cabo in vivo, siendo asi la NaTrxh el
agente reductor que provoca una conformacion adecuada de la S-RNasa para que

realice su funcién de reconocimiento alelo S-especifico.
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APENDICE

Amortiguador de corrida SDS-PAGE (catodo y anodo)
a) Glicina: 14.4 g
b) Tris: 3 g
c) SDS:1g
d) Aforar a 11 con H,O desionizada.

Amortiguador de electrotransferencia (Western-blot)
a) Glicina: 14.4 g
b) Tris:3 g
c) SDS:1g
d) Metanol: 200 ml
e) Aforar a 11| con H,O desionizada.
Amortiguador de muestra 6X (para SDS-PAGE)
a) Tris-HCI 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) Sise desea preparar con DTT, éste se usa a una concentracion final de

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 10X
a) NaCl: 80.0628 g
b) KCI: 2.013 g

c) NaxHPO47H20: 11.527 g

d) NaH;PO4H,0: 1.9318 g

e) Disolver en 900 ml de H,O desionizada

f) AjustarapH 7.3

g) Aforar a 1|y esterilizar por autoclave.

Células de A. tumefaciens competentes para transformacion por choque
térmico
a) Crecer una colonia de A. tumefaciens en medio YM a 28°C toda la
noche con agitacion constante.
b) Inocular 2 ml del cultivo anterior en 50 ml de medio YM fresco.
¢) Incubar con agitacion constante a 28°C hasta alcanzar una DOgg 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 botén celular en 1 ml de solucién de CaCl, 20 mM con
glicerol al 10% y dividir en alicuotas de 100 pl.
f) Las células pueden usarse inmediatamente para transformacion o
congelarse con nitrégeno liquido y guardarlas a -80°C.
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Células de E. coli competentes para transformacién por choque térmico

Crecer una colonia de E. coli en 50 ml de medio LB contenidos en un
matraz de 250 ml. Incubar con agitacién constante a 37°C toda la noche.
Inocular 4 ml del cultivo anterior en 400 ml de medio LB fresco en un
matraz de 2 |.

Dejar crecer a 37°C con agitacion constante (250 rpm) hasta alcanzar
una DOsgp de 0.375.

Vaciar el cultivo en 4 tubos de polipropileno de 250 ml estériles y
dejarlos en hielo de 5 a 10 min.

Centrifugar a 3,000 rpm 7 min a 4°C.

Resuspender gentilmente cada boton celular en 20 ml de solucion de
CacCl; fria (preparada como se describe mas adelante en este apéndice).
Centrifugar a 3,000 rpm 5 min a 4°C.

Repetir el paso f. Mantener resuspendidas a las células en hielo por
30 min. Mezclar cuidadosamente el contenido de los tubos en uno solo.
Centrifugar a 3,000 rpm 7 min a 4°C.

Resuspender el boton celular con 5 ml de la solucion de CaCl; frio y
dividir en alicuotas de 100 pl.

Sumergir los tubos en nitrégeno liquido y finalmente, guardarlos a -80°C.

Medio LB liquido

a
b

® QO O

)

N N N N

—h
N

Triptona (o peptona): 16 g

Extracto de levadura: 10 g

NaCl: 5 g

Aforar a 1 | con H,O desionizada.

Esterilizar por autoclave.

Si se requiere la adicion de antibiéticos, éstos deben aplicarse una vez
esterilizado y enfriado el medio.

Medio LB sdélido
a) Utilizar los mismos reactivos que para el medio LB liquido.

b
c
d

)
)
)

Antes de aforar, agregar 15 g de agar por cada litro de medio LB.
Esterilizar por autoclave.

Si se requiere la adicidn de antibidticos, éstos deben aplicarse una vez
esterilizado y enfriado el medio pero sin que se haya solidificado.

Medio YM (para células de A. tumefaciens)

a
b

aNoJNeoR e}

)

N N N N

Manitol 10.0 g

Extracto de levadura: 0.4 g

NaCl: 0.1 g

KoHPO4: 0.2 g

Aforar a 1 | con H,O desionizada (solucion A).

Preparar por separado una solucién de MgSO4 2 M (solucién B)
Esterilizar por autoclave (por separado la solucién A de la B).

Antes de utilizar el medio para cultivo, agregar a la solucion A la solucion
B, en una proporcién 1,000:1.

Si se requiere la adicidn de antibidticos, éstos deben aplicarse una vez
esterilizado y enfriado el medio.
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Medio YM sélido
a) Preparar la solucién 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 solucion B estéril a la solucion A en proporcion de 1,000:1.
) Si se requiere la adicion de antibidticos, éstos deben aplicarse una vez
esterilizado y enfriado el medio.

e

Solucién de CaCl; (para células de E. coli competentes)
a) CaCly: 60 mM
b) Glicerol: 15% (v/v)
c) PIPES: 10 mM, pH 7.0
d) Esterilizar por autoclave.

Solucién de insulina a una concentracion de 10 mg/ml
a) Resuspender 5 mg de insulina de bovino (Sigma) en 4 ml de Tris-HCI
50 mM, pH 8.0.
b) Ajustar a pH 2.0 con HCI 1 M.
c) Titular rapidamente a pH 8.0 con NaOH 1 M.
d) Aforar a un volumen final de 5 ml con HO.

Transformacion de células de A. tumefaciens por choque térmico
a) Descongelar a las células competentes en hielo.

b) Agregarles 1 ug del plasmido con el que se desea transformar.

c) Congelar a las células con el plasmido en nitrégeno liquido por 5 min.

d) Incubar a las células a 37°C por 25 min.

e) Agregar 1 ml de medio YM sin marcador de seleccion e incubar por 3 h a
28°C con agitacion constante (225 — 250 rpm).

f) Centrifugar a 13,000 rpm por 30 s y resuspender el botén celular con

100 pul de medio YM.

g) Plaquear las células en medio YM sélido con el(los) marcador(es) de
seleccion.

h) Incubar a 28°C por 2 6 3 dias para obtener a las células transformantes.

Transformacion de células de E. coli por choque térmico

a) Agregar a 100 ul de células competentes XX ng del plasmido con el que
se desea transformar.

b) Incubar en hielo por 30 min.

c) Incubar a 42°C por 40 s.

d) Adicionar 450 pl de medio LB con glucosa 20 mM e incubar a 37°C con
agitacion constante (200 — 225 rpm) por 1 h.

e) Centrifugar a 13,000 rpm por 30 s y resuspender el boton celular con
100 pl de medio LB.

f) Esparcir en un aplaca de LB con el marcador de seleccion.

g) Incubar a 37°C toda la noche.
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120K

AC
Affi-Gel-BSA
Affi-Gel-Gly

Affi-Gel-NaTrxh

AFLP

Al

ARC1
BSA
CaMV35S
DMSO
DTT

eSRK

FAD / FADH,
FITC

FTR

GFP

GST

mBBr

N. alata BT

NADP* / NADPH
Nap11
NaTTS

NTR

ABREVIATURAS

Arabinogalactoproteina 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

Amplificacion de fragmentos polimérficos en longitud
Autoincompatibilidad / autoincompatible

Proteina con repeticiones tipo arm

Albumina de suero bovino

Promotor 35S del virus del mosaico del tabaco
Dimetil sulféxido

Ditiotreitol

Forma truncada de SRK (sélo contiene la parte soluble del
dominio extracelular de SRK)

Flavin adenin dinucledtido oxidado / reducido
Fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (verde)
Tiorredoxina reductasa dependiente de ferredoxina
Proteina verde fluorescente

Glutation S-transferasa

Monobromobimano

Nicotiana alata cultivar BT (no expresa ninguna S-RNasa, por lo

que es un cultivar AC)

Nicotinamida adenin dinucledtido fosfato oxidado / reducido

Quimiocianina especifia de estilos de Nicotiana alata de 11 kDa

Proteina especifica del tejido de transmisién 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-S,
Trx-(SH),
V-ATPasa

vPPasa

4-aminofenilarsindxido

Amortiguador fosfato-salino

Reaccion en cadena de la polimerasa
Proteina similar a extensina Il de pistilo
Peroxirredoxina

Reticulo endoplasmico y aparato de Golgi
RNA de interferencia

Proteina rica en cisteina del locus S de Brassicaceae
(determinante masculina del sistema de Al esporofitico)

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
Glicoproteina con actividad de ribonucleasa del locus S de
Solanaceae (determinante femenina del sistema de Al
gametofitico)

Complejo de ubiquitina ligasa E3 (Skp1-culina-caja F)

Proteina con caja F del locus S de Solanaceae (determinante
masculina del sistema de Al gametofitico)

Glicoproteina del locus S de Brassicaceae

Receptor con actividad de cinasa del locus S de Brassicaceae
(determinante femenina del sistema de Al esprofitico)

Tris (2-carboxietil) fosfina

Tiorredoxina

Tiorredoxina oxidada

Tiorredoxina reducida

Bomba de protones vacuolar dependiente de ATP

Pirofosfatasa de membrana vacuolar
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Thioredoxins type k4 are classified into three subgroups. The sub-
group Il includes thioredoxins containing an N-terminal extension,
the role of which is still unclear. Although thioredoxin secretion has
been observed in animal cells, there is no evidence suggesting that
any thioredoxin % is secreted in plants. In this study, we report that
a thioredexin A, subgroup II, from Nicotiana alata (NaTrxh) is
secreted into the extracellular matrix of the stylar transmitting tract
tissue. Fractionation studies showed that NaTrxh is extracted along
with well characterized secretion proteins such as S-RNases and
NaTTS (N. alata transmitting tissue-specific protein}. Moreover,
an NaTrxh-green fluorescent fusion protein transiently expressed
in Nicotiana benthamiana and Arabidopsis thaliana leaves was also
secreted, showing that NaTrxh has the required information for its
secretion. We performed reduction assays in vitro toidentify poten-
tial extracellular targets of NaTrxh. We found that S-RNase is one of
the several potential substrates of the NaTrxh in the extracellular
matrix. In addition, we proved by affinity chromatography that
NaTrxh specifically interacts with S-RNase. Our findings showed
that NaTrxh is a new thioredoxin k in Nicotiana that is secreted
as well as in animal systems. Becanse NaTrxh is localized in the
extracellular matrix of the stylar transmitting tract and its spe-
cific interaction with S-RNase to reduce it in vitro, we suggest
that this thioredoxin k# may be invelved either in general pollen-
pistil interaction processes or particularly in 5-RNase-based
self-incompatibility.

Thioredoxins (Lrxs)’ are small conserved proteins that play an
important role in cellular redox regulation. When the Trx active site
WCGPC is reduced, it is able to reduce the disulfide bonds of target
proteins. Trxs are widely distributed in nature from prokaryotes to
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eukaryotes. In photosynthetic organisms, Trxs have been shown to be
highly polymorphic and to participate in several central cellular pro-
cesses (1, 2). The diversity of physiological roles in which Trxs partici-
pate depends entirely on the target proteins (3—5). The 20 genes encod-
ing Trxs in the Arabidopsis thaliana genome (6) and the proteomic
analysis (2) of their targeted proteins by Trx h3 in A. thaliana reinforce
the wide range of functions in which these proteins are involved.

In plants, five different types of Trxs have been described: m, f, %, o,
and h. Types m, f, and x are chloroplastic, whereas type o Trxs are
mitochondrial and type k Trxs (Trx h) are assumed to be localized in the
cytoplasm (5, 7-11). The mitochondrial and cytoplasmic Trxs are
reduced by mitochondrial {11) or cytoplasmic (12} NADPH-dependent
thioredoxin reductases (NTR).

Although Trxs hhave traditionally been considered to be cytoplasmic
proteins, recent analyses {13) revealed that they can be further differen-
tiated into three subgroups. Subgroup il includes Trxs h with N-termi-
nal extensions. The biochemical function of these extensions remains
unciear, and the available algorithms do not predict any targeting signal.
Gethaye et al. {14) reported on a Trx h subgroup I from poplar {Populus
tremula), PUErxh2, the N-terminal extension of which is necessary to
target this 'Trx h to mitochendria. in addition, RPP13-1,a Trx h present
in the rice (Oryza sativa} ptloem sap, mediates its own transport from
cell to cell through plasmodesmata only if its N-terminal extension is
present (15, 16).

Here, we report an analysis of a Trx h that belongs to the subgroup 11,
from Nicotiana alata, calied NaTrxh. The N-terminal extension of
NaTrxh was naot recognizable as a seeretion signal, and yet we demon-
strated that Na'l'rxh accumulates in the extracellular matrix {(ECM) of
the stylar transmitting tract {TT} in N alata. Moreover, fusion of
NaTrxh to the green fluorescent protein (GFP) directed secretion of this
fusion protein in two heterclogous systems. We used two separate bio-
chemical approaches, monobromobimane (mBBr) labeting and
4-aminophenylarsine oxide (PAO) chromatography, to test potential
substrates of NaTrxh. $-RNase was clearly among the proteins reduced
by NaTrxh, raising the possibility that it is involved in pollination, par-
ticularly in self-incompatibility (SI}.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plant Materials—Nicotiana plumbaginifolia (inventory number
TW107, accession number 43B) was obtained from Tobacco Germo-
plasm Collection number TW107, Crops Research Laboratory, U. S.
Department of Agriculture- Agricultural Research Service, Oxford, NC.
Self-compatible {SC} N.alata c¢v Breakthrough was obtained from
Thompson and Morgan, Jackson, NJ. Self-incompatible (SI) N. alata
S1055105 23nd 5S¢40 have been described previously (17-19). Nicoti-

XYL VOLUME 281+NUMBER 6+ FEBRUARY 10, 2006



ana benthamiana and A. thaliana Columbia {Col-0) ecotype plants
were grown under greenhouse conditions using a 16:8 photoperiod at
22°C.

Recombinant NaTrxh Overexpression and Purification—The
NaTrxh cDNA with BamHI and EcoRI sites was generated using the
following primers: forward, 5'-CGCGCGGATCCATGGGATCGTA-
TCTTTCAA-3'; reverse, 5'-GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGG-
ACATGAAA-3". The PCR product was clened in-frame with the glut-
athione S-transferase {GST) into the pGEX 4T-2 expression vector
{Amersham Biosciences). The GST:NaTrxh fusion protein was separ-
ated by batch affinity chromatography using glutathione-Sepharose 4B
{Amersham Biosciences). NaTrxh was relcased from GST by thrombin
digestion (Amersham Biosciences).

NaTrxh-GFP Fusion Constructs and Transient Expression—An
NaTrxh ¢cDNA with BamHI and Ncol sites was produced by PCR and
fused in-frame to the N-terminal of the GFP in the pHBT vector (20).
Primers used are as follows: forward, 5'-CGCGCGGATCCATGG-
GATCGTATCTTTCAA-3";reverse, 5 -AGCCATGGTTGGACATG-
3. The NaTrxh-GFP fusion was cloned into pBIN19 (21) under control
of the 355 cauliflower mosaic virus {CaMV358) promaoter.

After Agrobacterium tumefaciens pGV2260 (22) transformation, an
agroinfiltration of N. benthamiana leaves was carried out, as described
previously (23, 24). The protein cxpression was observed by confocal
microscopy after 3 days. A. thaliana Col-0 transformation was carried
out by bombarding (25) 2-week-old plantlets (grown aseptically in 0.5X
Murashige and Skoog with 1% sucrose) with DNA-coated tungsten par-
ticles {Tungsten M-17, Bio-Rad) containing the NaTrxh-GFP construct
cloned into the pHBT vector {20). The protein expression was observed
by confocal microscopy after 1 week.

N alata Tota! Protein Extracts—Total protein extracts from mature
styles including stigmas, anthers, ovaries, sepals, petals, and young
leaves from N. alata were obtained using 0.05 M sodium acetate, pH 5.0,
0.05 M NaCl, 1% (v/v) 2-mercaptoethanol as extraction buffer.

Sequential Style Protein Extractions—N. alata styles were treated as
described previously (26), with the following modifications. Hand-bi-
sected N. alata styles (styles -+ stigmas) were submerged sequentially in
two different salt concentration buffers for 2.5 h at 4 *C: (a) low salt
buffer (100 mM Tris'HCL, pH 8.0, 2 ms Na,;S,0,); (b) high salt buffer
(400 mm NaCl, 40 mm TrisHC, pH 8.0, 2 mm Na,S,0,). Finally, the
styles were ground under liquid N, and homogenized in 400 mm NaCl,
40 mm Tris'HCl, pH 8.0, 2 mM Na,5,0,, 1% Triton X-100.

Protein Assay—Protein concentrations were determined as described
previously (27), using bovine serum albumin {BSA) as standard.

Reductase Activity Assay—Recombinant NaTexh (NaTrxh, ) and
recombinant Escherichia coli thioredoxin {Sigma) were evaluated for
their ability to reduce insulin disulfide bonds as described previousty
(28). The ability of the NADPH/NTR system to reduce NaTrxh, . was
evaluated as follows: NaTrxh, . (2.5 pg) and E coli Trx (2.5 pg) in 50
mm TrissHCL, pH 7.9, were incubated at 37 "C with 2.0 ug of recombi-
nant £ cofi NTR and 0.125 umol of NADPH in a final volume of 100 pl.
After incubation, 0.2 pmol of mBBr in 10 ul of acetonitrile was added,
and the samples were incubated for 20 min at room temperature. Pro-
teins were boiled for 5 min in SDS sample buffer free of reducing agents,
separated in 10-20% gradient SDS-PAGE, and visualized under UV
light (Fluor-S, Fuji Corp Saddle Brook, NJ).

NaTrxh-Affi-Gel Affinity Column and Purification of Anti-NaTrxh
Antibody—NaTrxh,. (16 mg) was immobilized to Affi-Gel-10 (Bio-
Rad), as recommended by the manufacturer. The anti-NaTrxh, . serum
was precipitated with 50% saturated ammonium sulfate. After desalting,
this IgG fraction was passed over the NaTrxh-Affi-Gel affinity column.

s
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Specific antibodies against NaTrxh, . were eluted with 50 mu glycine,
50 mm NaCl, pH 2.6, The samples were neutralized by the addition of 1
a Tris.

BSA-Affi-Gel and Gly-Affi-Gel Columns—BSA (20 mg) in 0.1 M
MOPS, pH 7.5, was immobilized to Affi-Gel-15 {Bio-Rad), as recom-
mended by the manufacturer. Gly- Affi-Gel column was made by block-
ing Affi-Gel-15 with £.0 M glycine, pH 8.0, as recommended by the
manufacturer.

Phylogenetic Analysis—Amine acid sequences of plant Trxs were
aligned by Clustal X (29). Based on the alignment, a phylogenetic tree
was constructed by the neighbor-joining method (30). A phylogenetic
test was done based on 1,000 bootstrap replicates. Phylogenetic analysis
was conducted using MEGA version 2.1 {31). The GenBank™ acces-
sion numbers used for this analysis are as follows: Trx type f, A. thaliana
(Q9XFHS), Pisum sativiem (X63537), and Spinacia oleracea (X14959);
Trx-like proteins, Hordeum bulbosum (AF159385), Lolium perenne
(AF159387), Phalaris coerulescens {AF159388), Secale cereale
(AF159386), A. thaliana (AAGS51342); Trxs type h, Ipomea batatas
(AY344228), A. thaliana (AAGS52561, AAD39316, 558119, 558118,
S58123, 558120, and P29448), Brassica napus (U59379), O.sativa
{D26547), N alata (NaTrxh) (DQO021448), Nicotiana tabacum
{QO07090 and X58527); Trxs type m, A. thaliana (AAF15949, 048737,
QUSEUS, and AAF15950), 2 sativim (X76269), S. vieracea (X51462),
Zea mays (L40957), Trx type x, A. thaliana (AAF15952); and Trx type o,
A. thaliana (AF396650).

Protein Gel Blot Analysis and Immunostaining—Proteins were frac-
tionated in a 12.5% SDS-PAGE, blotted onto nitrocellulose, and immu-
nostained with anti-S,;5-RNase (1:10,000 dilution), anti-NaTTS
(1:10,000 ditution) {32), or anti-NaTrxh, . (1:1,000 dilution}.

In Vitro ldentification of NaTrxh Target Proteins—Reduction of the
disulfide bonds of target proteins was determined using the two-dimen-
sionaj SDS-PAGE system (33) using the low salt buffer extract without
Na,$,0,. Before the first dimension, proteins are labeled with mBBr
after non-reducing (controf} or reducing (with dithiothreitol (DTT) or
NaTrxh,,, plus NADPH and NTR) conditions. The second dimension
gzel was observed under UV light {Fluor-S, Fuji Corp., Saddle Brook, NJ).

Low salt protein extracts from N. alata S,0:5,05 in 50 mMm Tris-HC),
pH 7.9, were passed over PAO resin (Invitrogen) after reduction by
NaTrxh,,. 20 mM 2-mercaptoethanol, or without reduction. After
washing, the unbound fraction was coliected. Bound proteins were
cluted by sequentially washing the resin twice with 1 mM 2-mercapto-
ethanol containing buffer, five times with 5 mm 2-mercaptoethanol, and
three times with 500 mM 2-mercaptoethanol buffer. All the fractions
were concentrated by lyophilization and were analyzed by 12.5% SDS-
PAGE. Gels were blotted onto nitrocellulose and immunostained with
anti-§, 4;-RNase antibedy.

In Vitra Protein-Protein Interactions by Affinity Chromatography—
Protein extracts {1 mg) from N alata $,4;5,y; styles were obtained with
binding buffer {BB, 50 mm TrisHC), pH 7.9) and passed over the
NaTrxh-Affi-Gel affinity column. After recovering the unbound frac-
tion, 10 bed volume washes were done with BB, and then the column
was sequentially washed as follows: () BB plus 1% Tween 20, () BB plus
0.1 M NaCl, and (c) BB pius 0.2 M NaCl. Stronger interacting proteins
were efuted with elution buffer (50 mm glycine, 50 mm NaCl, pH 2.6}.
The samples were neutralized by the addition of 1 M Tris. Fractions were
concentrated by cold acetone precipitation and were analyzed by 12.5%
SDS-PAGE. Gels were blotted onto nitrocellulose and immunostained
with anti-$,,-RNase antibody.

Microscopy and Immunolabeling—N. alata S¢,0S¢, s styles were har-
vested and fixed in 4% {v/v) formaldehyde in phosphate-buffered saline,
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dehydrated in an ethanol series, and embedded in Paraplast Plus (Poly-
sciences Inc., Warrington, PA). Sections of 6 -7 yum were blocked with
phosphate-buffered saline plus 3% BSA, 0.01% sodium azide, 0.1% Tri-
ton X-100 for 4 h at 4 *C. Sections were simultaneously incubated with
the primary rabbit anti-NaTrxh,, antibody (1:50 dilution) and the pri-
mary mouse anti-5¢,;o-RNase antibody (1:1,000 dilution} at 4 °C over-
night. Sections were then incubated with both secondary goat anti-
rabbit Alexa Fluor 568-fluorochrome (magenta signal) conjugated and
goat anti-mouse fluorescein isothiocyanate-fluarochrome {green sig-
nal) conjugated antibodies for 4 h at 4 °C. Sections were observed using
confocal fluorescence microscopy.

RESULTS

Isolation of the Trx h cDNA—We isolated a cDNA (AFLP2SF}, which
is differentially expressed between M. alata cv Breakthrough, an 5C
mutant plant that does not express the S-RNase, and SC N. plumbag-
inifolia. The full-length cDNA sequence of this transcript (Fig. 14}
showed extensive sequence similarity with Trx genes from plants. The
predicted open reading frame contains the sequence WCGPC,
described as the conserved Trx active site (3, 4).

To identify the type of Trx encoded by the AFLP25F cDNA (ie. m, f,
x, or k), we performed a phylogenetic analysis using the deduced
AFLP25F amino acid sequence and other plant Trxs. The phylogenetic
tree in Fig. 1B displays five major groups. Four of those groups corre-
spond to organellar thioredoxins (f} m, x, and o types). The AFLP25F
protein sequence clearly clusters with Trxs h, subgroup IL The
AFLP25F product was named NaTrxh,

To evaluate the disulfide reductase activity of NaTrxh, we expressed
this gene in E coli as a GST fusion protein. Fig. 24 shows the recombi-
nant NaTrxh (NaTrxh,,) purified after cleavage from GST. Its ability to
reduce insulin disulfide bonds using DTT as an electron donor (28) is
shown in Fig. 28. The results show that NaTrxh,,,, was able to reduce
insulin disulfide bridges with a similar qualitative activity profile as the
recombinant E. coli Trx (34). Furthermore, when NaTrxh, was incu-
bated with NADPH and recombinant E. coli NTR, the thiol groups of
the reduced NaTrxh,, were labeled with mBBr. Fig. 2C shows NaTrx-
h,,.. and recombinant E. ¢oli Trx sulfhydryl labeling in a ime-dependent
mannet only when NADPH and NTR were present. Thus, similar to
other Trxs h, oxidized NaTrxh,,, can be regenerated by the addition of
NADPH and NTR (12, 35).

NaTrsch Expression Pattern In N. alata—To analyze the expression
pattern of NaTrxh in plants, we prepared specific affinity-purified anti-
NaTrxh antibodies. Fig. 3A (right panel) shows that this antibody
detects specifically NaTrxh,,,, with no cross reaction to E coli Trx. This
antibody was used to analyze the presence of the NaTrxh in different
tissues of N, alata. NaTrxh protein is detected in all the tissues analyzed
(Fig. 3B, right panel). This protein is particularly abundant in fioral
tissues including petals, ovaries, and styles, and it is present in lower
levels in anthers, sepals, and leaves.

Biochemical fractionation studies suggest an extracellutar focation
for NaTrxh. S1 N alata 5,055,05 Styles were hand-bisected, and the
secreted proteins that accumulate in this tissue were differentially
extracted using sequential washes with low salt and high salt buffers, as
described (26). Using this procedure, soluble ECM proteins are eluted
by 2 low salt buffer, whereas more tightly bound proteins are released
only after the high salt buffer wash. The extraction profile obtained for
the NaTrxh protein was similar to S,,;-RNase and to the transmitting
tissue-specific protein of N alata (NaTTS) (Fig. 4). It is known that
these two proteins are secreted and that they accumulate in the stylar
TT ECM. NaTrxh is eluted with the higher molecular mass {Le. 55-110-
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COROGOGTROGACARRATCOAATTCACRATAGAASCTGCCGTAATATAR
51 AACCAGTGCTTTTAT TACCGTCTCAGTAGTTTC T TCCCTATTTTGACTAC
M & S Y L S
101 TRIITGCGTAAGGACGAGAGAGAGAGTGAATARTCCARTGOGATCGTATCT
s s LLGGGAGATER LA 8 aE s 322
15 TTCAAGTTIGOTCGOTGANGGLCCOCCEGAAGCGECAGAGACAGAATCAG
5 S S EP S ®R VI ATFHESSHTR 3B
201 GATCGTCGTCAGAACCRTCGCRTGTAATTCCTTTICATICTTCCAATCSG
ﬁ'QllﬁF"SSKGLNKhIVV!}'E}
251 TGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAANTAAACTCATAGTTGT
DFI&TH‘CGE;K“MEPV]"?
101 GGATTITOCGUCTACATOOTITGGOCCCTOCAAMATGATOGAGCCOUTTA
S AM S AKCYTDVYDUPFV KTID 88
$51 TTAACGCCATGTCTGOCAMGTATACCGACGTTGACTTCGTCARMATCGAC
v D ELSDVYAGETGVYOQAHAHRK?P
401 GTOGATGAGCYCTCAGATOTAGCACAAGAGTTTGGAGTACAAGCTATECS
v E RV V G al:z
441 AACATTITTOCTGCTCAAGCAMGCAAAGGAAGTAGRGAGAGTOOTTORGS
K x D EL EK X I L KH#RETATE
501 CTARGAAAGATOAGCTCAAGAARAAGATTCTCAAGCACAGIGARGCTCCT
X F A A 5 H Y R T K F H ¥ O Stop

-

105

138

152

551 AAATTTOCTOCTAGTAATTATCGAACTAMTTTCATGTCCARTARATTAA
01 CAGARAAGRAAAGCATCATTTTTACTTTACTACCSUAT TGGGATGARCCS
651 RATATIGTIGAATTOCTTTIGCGOAATARAMMARAAAMAAMAAPAMAAG
701 GOCGACCATTTA

FIGURE 1. AFLP25F <cDNA sncodes a Trx h termed NaTrxh. A, AFLP25F cONA sequernce.
Bold, coding sequence (numbers at left). The amino acld sequence is numbered on the
right side. The conserved Trx active site (WCGPC) is underfined. Arrow, deavage site pre-
dicted by the hidden Maskav algoritham (36). B, phylogenetic analysis of plant Trxs. Boot-
strap vatues are shown (values <509%not shown). Four groups (Trcf, Tnem, Tt o, and Trx
x) correspond to-organetiar Tres. The fifth duster contains Trxs h. Trs are subdivided into
three subgroups (Sub J, Sub i, and Sub ). NaTrkh (boid) dusters with the subgroup Il

kDa) NaT TS isoforms (Fig. 4C, LS lare) that are thought to be presentin
the ECM {26), suggesting that NaTrxh is also secreted into the ECM of
the stylar TT.

NaTrxh Is Secreted into the Extracellular Matrix of the Transmitting
Tissue— To further investigate NaTrxh localization and its secretion to
the stylar TT ECM, we performed an immunchistochemical analysis
using three-dimensional confocal microscopy. Cross sections of Sl
N alata ScyScyp styles were simultaneously immunolabeled with a
mouse anti-Sc,q-RNase antibody (32} and with the affinity-purified
polyclonat anti-NaTrxh antibody. Fig. 5. A2, A4 and A6, show that both
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C
EcNTR - - + + + - . + +
NADPH + + + + - + - +
EeTrx =~ - - - -+ + + +
NaTrxh + + + + + = - s
2 8

FIGURE 2. NaTrxh exthibits disulfide reductase activity, and its redox state is regen-
srated by NADPH and NTR. A, SDS-PAGE showing NaTrch and GST after thrombin
digestion, B, NaTndh,,. exhibits Trx activity. NaTrdh {squaes) and E. colf Trx (triangles)
were incubated with Insulin with {filed} or without DTT {open) 23 electron donor. Insilin
was reduced with DTT as control (asterisks). C, Trx reduction with NADPH/NTR. NaTrch,,
and E. colf Trx {Ec Tnd were incubated with NADPH and recombinant E. colf NTR (Ec NTR)
and labeled with mBBr, which incicates reduction of NaTrxh,, and E colf Trx,

A
NaT EcT NaT EcT
ann «

———
.

B
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FIGURE 3. NaTrxh protein expression pattem in M. aletd $,,5,44+ A, antibody speci-
flcity. Western biot analysls against the NaTnch,, (MaT) and the E. coll Tre (EcT) {right). A
Coomassie Blue-stained gel s shown as a loading controd (feft). B, NaTndh protein expres-
sion. Total protein extracts from styles (5¢), anthers (A), ovaries (O}, petals (P}, sepals (Se),
and leaves (L} were separated by SDS-PAGE. A Coomassle Blue-stained gel is shown asa
loading control. Armow, NaTrch proteininA and 8,

NaTrxh and Sc,-RNase colocalized outside of the TT cells, indicated
by the yellow signal generated from the mixture of both green (S¢;o-
RNase} and magenta {NaTrxh) fluorochrome signals. To show that the
anti-NaTrxh antibody is specifically reacting with NaTrxh in the TT
cells, we pretreated the antibody prior to apply to the tissue with NaTrx-
h,..- As shown in Fig. 5, A3 and AS, after pretreatment, only the green
signal of S¢;o-RNase was detected.

The experiments shown in Figs. 4 and 54 demonstrate that NaTrxhis
secreted into the ECM. However, NaTrxh does not possess a canonical
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A LS HS T

Anti-NaToilh qaue eme
B
Ant-S-cs-RNase
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Anti-NaTTS

FIGURE 4, NaTrxh Is & soluble TT ECM proteln. A-C, sequential protein extractions
using a low salt buffer {LS), high satt buffer (HS), and high salt buffer plus 1% Triton X-160
(T} from bisected M. alata 505505 Styles. Proteins were separated by SDS-PAGE and
Immunostained with anti-NaTrxh, anti-5,qs-RMase, or anti-NaTTS antibodies.

secretory signal peptide, and different secretion signal algorithms give
conflicting results. For example, the Bendtsen neural network algorithm
(36) does not predict any signal peptide, whereas the hidden Markov
mode} algorithm predicts a signal peptide with a probability of 0.953
with a maximal cleavage site probability of 0.593 between amino acid
residues 16 and 17 (Fig. 1A). Likewise, the Secretome 1.0 predictor {37)
predicts that NaTrxh (NN-score 0.874) is a non-classical secreted
protein.

NaTrxh Sequence Contains the Information for Its Secretion—To fur-
ther corroborate that NaTrxh is indeed secreted in plants, an NaTrxh-
GFP fusion protein expressed from the CaMV355 promoter (20} was
constructed. This construct was used to analyze GFP expression pattern
in transient assays in N. benthamiana and A. thaliana leaves (Fig. 5B).
When the NaTrxh-GFP fusion protein is expressed, most of the GFP
protein accumulates in the cell wall in either N. benthamiana (Fig. 5, B2
and B4) or A thaliana (Fig. 5, B10 and BI2). As expected, the GFP
protein without fusion, used as control, was mainly localized in the
cytoplasm (Fig. 5, B6 and B8). Thus, NaTrxh is sufficient to cause secre-
tion of GFP, supporting the idea that this protein is targeted outside of
the cell in N. glata.

S-RNase Is Reduced by NaTrxh in Vitro—To investigate possible sub-
strates for NaTrxh, we performed in vitre reduction reactions with sty-
lar proteins and NaTrxh,,, plus NADPH and NTR. Reduced sulfhydryls
were labeled with the fluorescent probe mBBr and visualized after sep-
aration in 2 two-dimensional SDS-PAGE system in which non-reducing
conditions were used for the first dimension and reducing ones were
used for the second dimension (33). For these experiments, we used the
low salt extractable ECM stylar protein fraction from Sl N alata
51055105 Prepared without a reducing agent in the extraction buffer. As
shown in Fig. 6, A and B, there is a small amount of mBBr fabeling where
S,05-RNase is the most prominent labeled protein observed (Fig. 6, B
and G). Proteins reduced after the first dimension show altered mobility
and shift off the diagonal in the second dimension. If reduction is
incomplete, two spots are visible, as seen for S,4;-RNase (Fig. 6, A and
B). Proteins fully reduced with DTT prior to mBBr labeling show
brighter fluorescence and appear as a single spot after two-dimensional
SDS-PAGE (Fig. 6, Cand D). As expected, many proteins are reduced by
DTT, and mBBr labeling is visible along the entire diagonal. Treatment
with purified NaTrxh, ., NADPH, and NTR caused a specificincrease in
mBBr labeling of S, ,.-RNase similar to the one obtained by DTT {Fig. 6,
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A

FIGURE 5. NaTnch is a secretion protsin. 4, NaTnth colocalization with the secreted Sc, -RNase in the ECM of TT in N. a@fata Se15¢10- IMmunohistochemical analysis of styles treated
as follows. image 1, no primary antibody control to show seif-flucrescence; images 2, 4, and 6, co-staining with NaTrch (magenta) and S, -RNase {green) antibodies; images 3and 5,
antibodies preincubated with NaTnth, purified protein; image 6, higher magnification of the transmitting tissue where the colocalization is observed in the extracefhudar matrix. 8ars

to 68 {images i-3), 55 (imoges 4 and 5), and 13.3 (image 6). 8, NaTrxh-GFP fusion protein is secreted to the cell wall in . benthamiana and A thalianaieaves. images 1-4,

NaTrh-GFP fusion protein was introduced into N. benthamiana and A. thafiana (images 9~

12} leaves. The localization of the GFP in M. benthamiana leaves (images 5- 8} was used as

a control. After transfection, the leaves were analyzed under phase contrast microscopy {imoges 1, 5, and 9) and under fluorescence microscope for GFP {images 2, 6, and 10) and for
chiorophyll flucrescence (images 3, 7, and 11). images 4, 8, and 12, merged irnagesshawnforeachasay.hm,GFPMescemaCﬂcelwﬁl;Cﬁ,moplamOﬂ,dﬂomﬁ\yﬂ

flucrescence. Bars correspond to 10 um (images - 8) and 20 um {images 9-12).

E and F). S;q5-RNase changed its mobility after reduction with 2-mer-
captoethanol for the second dimension {ie. it appears as two spots in the
second dimension), suggesting that NaTrxh only partially reduced S g5~
RNase before the first dimension. The specificity of NaTrxh reduction is
apparent from comparison of the large number of proteins that shift
mobility and appear off the diagonal after treatment with NaTrxh but
not with the nonspecific reduction by DTT (compare Fig. 6, Cand E).

PAO affinity chromatography provided further evidence that 5,0s-
RNase is a substrate for NaTrxh. PAO matrices specifically bind pro-
teins with vicinal thiols that can reversibly form a covalent bond with
the resin (38). Low salt extracts from SI N. alata S,45S,qs either were
applied directly to the PAO matrix or were first treated with 20 mm
2-mercaptoethanot or NaTrxh, . plus NADPH and E. coli NTR. Fig. 7
shows that little or no §,,5-RNase bound to the PAO matrix unless it
was first subjected to reducing conditions. Some 5, o;-RNase was weakly
bound under alt conditions and eluted with 1 mM or 5 mMm 2-mercapto-
ethanol (Fig. 7A). Large amounts of §,4;-RNase, however, bound tightly
to this column after reduction by 2-mercaptoethanol (Fig. 7B} or
NaTrxh,,, (Fig. 7C). The tightly bound S,.-RNase eluted with 500 mum
2-mercaptoethanol (Fig. 7, Band C).

8,0 RNase Interacts with NaTrxh Independently of Disulfide Bridges—
We performed affinity chromatography experiments to prove that S,5-
RNase specifically interacts with NaTrxh. An NaTrxh- Affi-Gel affinity
column was prepared and used to pass over a stylar protein extract from
SI N, alata S,q55:05 Obtained without reducing agents. Fig. 84 shows
that S, ,;-RNase is specifically retained in the NaTrxh-Affi-Gel matrix
because S,,5-RNase is not released from the column when this was
washed under harsh conditions {1% Tween 20 and 0.2 M NaCl}, but it is
eluted oniy with a low pH buffer (Fig. 84, B lane). Therefore, we con-
clude that S,,5-RNase retention in the column is due to its specific
interaction with NaTrxh because it wes not retained when the BSA-
Affi-Gel (Fig. 8B) or the Gly-Affi-Gel columns (Fig. 8C) were used.

DISCUSSION

In the present work, we identified a 16.8-kDa Trx h {NaTrxh).
Sequence analysis of this protein showed that it belongs to the Trx h
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subgroup 11 {13), and it also showed that it is a rovel thioredoxin in
Nicotiana since only two different Trxs h have been reported in N. taba-
cum (39), which are clustered in the subgroup I (Fig. 1B). Trx h sub-
group 1 is characterized by the presence of an N-terminal extension
thought to be important for targeting (16, 14). Despite the fact that this
domain characterizes all the proteins of this subgroup, its function
remains unclear. Scattered information has linked this domain to a par-
ticular function; the ability to move from cell to cell of a rice phloem sap
Trx h has been associated with its N-terminal extension {16). Similarly,
Gethaye et al. (14) reported that poplar Ptrih2 is associated with mito-
chondria, proving that its N-terminal extension functions as a mito-
chondrial transit peptide.

Using different approaches in this work, we demonstrated that
NaTrxh is secreted from the cell in different plant species. Moreover,
the biochemical data showed that NaTirxh behaves as a soluble compo-
nent in the ECM and that its fusion to GFP is sufficient to cause GFP
secretion. To our knowledge, accumulation of Trx h in the extracellular
space has not been previously reported. However, the mechanism by
which this N-terminal extension promotes secretion is still unclear.
This sequence might function as a non-canonical secretion signal for
processing through the endoplasmic reticuium and Golgi apparatus for
eventual secretion. It is also possible that NaTrxh secretion occurs
through an alternative pathway. In mammalian cells, it has been
reported that a T'rx is secreted through a pathway that does not involve
the Golgi apparatus, the redox status of the cell, or its own Trx redox
state (40).

Trxs modify the structure and activity of target proteins by reducing
disulfide bonds. They have been implicated in diverse physiological pro-
cesses. For example, cytoplasmic Trxs are involved in the Brassica
sporophytic SI system. Bower et 2l. (41) identified two Trxs h, THL-1
and THL-2, that specifically interact with the protein kinase domain of
the S-locus receptor {SRK), the female determinant of S-specificity in
Brassica {42). Cabrillac et al (43} suggested that THL-1 binds to SRK
and inhibits its auto-phosphorylation. When SRK binds SCR (S-locus
cysteine-rich protein), the male determinant {44), it appears to release
THL-1 concomitant with activation of kinase activity.
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Our results show that, similarly to other plant Trxs (THL-1, THL-2)
(5, 41), NaTrxh is ubiquitously expressed in N. alata. This result sug-
gests that NaTrxh may function in the regulation of the redox state of
extracellular proteins. In the particular case of the style, the ECM in the
TT is especially rich in secreted proteins including S-RNases and arabi-
nogalactan proteins such as NaTTS (26). As NaTrxh appears to be able
to regulate these proteins, it might explain its higher abundance in pis-
tils when compared with other tissues. We have also observed that
NaTrxh is expressed at approximately a 6-fold higher level in N, alata
than in N plumbaginifolia (data not shown), and this is consistent with
its higher level of expression of secreted proteins in N. alata. The abun-
dance of secreted proteins in the TT ECM afforded an opportunity to
directly test whether they are substrates for NaTrxh reduction.

If NaTrxh functions to reduce ECM proteins, then the maintenance
of its reduced active state would require NTR in the ECM as well. There
is not yet evidence for a secreted- NTR in plants. In animal systems,
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wmn was washed with 10 bed volumes of binding buffer (only the 1st, 5th, and tth
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over the BSA-AfA-Get or the Gly-Affi-Get calumins, respectively.

however, an NTR is secreted together with a Trx in menocytes and also
in malignant leukemia or melanoma cell lines {45}, Another possibility is
that NaTrxh functions after uptake into the pollen tube cytoplasm,
where NADPH and NTR are more likely to be present. In N alata, |
NaTrxh could be taken up by the pollen tubes along with other stylar
proteins, such as the S-RNase (46} and 120K (47).>

Using mBBr labeling and PAO chromatography, we showed that
S-RNase is clearly a substrate for NaTrxh. §-RNase was preferentially
labeled by mBBr even in the presence of other potential substrates such
as NaTTS, 120K, and the class [ pistil-specific extensin-like proteins
(48).

We detected a stable interaction between S-RNase and NaTrxh,
which is specific and independent of any disulfide bridge. It is known
that the interactions based on disulfide bridges between a Trx and its
target protein are ephemeral since it only depends on the intermolecu-
lar disulfide bridge that is formed when the first cysteine residue of the
target protein is reduced by the N-terminal cysteine, and it is quickly
attacked by the second cysteine of the Trx, releasing the reduced target
protein (49, 50). Therefore, it seems that S,o;-RNase reduction by

3 B. A. McClure, unpublished data.
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NaTrxh is specific and depends on previous substrate recognition by
NaTrxh.

These observations may have significance for SL. The specific inter-
action of §-RNase with NaTrxh and its consequent reduction could
favor its interaction with SLF (S-locus F-box protein), the pollen deter-
minant of S-specificity (51). Alternatively, reduction of S-RNase may
alter its conformation and facilitate its uptake. Oxley and Bacic (52} have
observed changes in S-RNase conformation after reduction. Thus,
because of its remarkable secretion into the ECM, NaTrxh may play a
role in pollen rejection. Further studies of this possibility are warranted.
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