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Abreviaturas

AC: Autocompatible

Al: Autoincompatible

Ala: Alanina

Cys: Cisteina

ECM: Matriz extracelular

FAD: Flavin Adenin Dinucleétido

GFP: Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)
gDNA: DNA genomico

Glu: Acido glutamico

GM: Genes Modificadores

IPTG: Isopropil-B-D-1-Tiogalactopirandsido

kDa: Kilodalton

MCS: Sitio de clonacién multiple (Multiple Cloning Site)
mg: Miligramos

MRNA: RNA mensajero

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
NTR: Tiorredoxina Redutasa Dependiente de NADPH
R: Purina

RE: Reticulo endoplasmico

rRNA: RNA guia

SCF: Complejo Spk1-Cullin1-SLF (Skp1-Cullin-F-Box)
SDS: Dodecil Sulfato de Sodio

SLF: Proteina con caja F del locus S (S-Locus F-box protein)
Trx: Tiorredoxina

TT: Tejido de transmision

Y: Pirimidina
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1. Resumen

Las angiospermas han desarrollado diversas estrategias reproductivas para generar
y mantener su diversidad genética promoviendo la polinizacion cruzada. Uno de
estos mecanismos es la autoincompatibilidad (Al), que permite reconocer y
rechazar el polen propio y aceptar aquel de plantas genéticamente distintas. Este
mecanismo se ha estudiado intensamente en las familias Rosaceae, Solanaceae y

Scrophulariaceae.

La Al esta controlada genéticamente por el locus multialélico S, el cual codifica la
determinante masculina, una proteina con caja F denominada SLF, y la
determinante femenina, una ribonucleasa denominada S-RNasa. El reconocimiento
entre la S-RNasa y SFL en el citoplasma del tubo polinico determina el rechazo del
polen; sin embargo, otros genes fuera del locus S expresados en polen o pistilo, son

necesarios para completar la via y son conocidos como genes modificadores (GM).

En nuestro grupo se clonoé el gen NaTrxh de N. alata, el cual codifica para una
tiorredoxina tipo h. Esta proteina se acumula preferentemente en los pistilos de
especies Al y es secretada al espacio extracelular del tejido de transmision. Estudios
bioquimicos revelaron que NaTrxh interactua con la S-RNasa y la reduce in vitro. Lo

anterior sugiere que NaTrxh contribuye al mecanismo del rechazo del polen.

En el presente estudio se compararon los niveles del transcrito de NaTrxh en
distintos tejidos de dos especies Al y se encontré que hay mayor expresion de esta
tiorredoxina en el pistilo, acorde a lo observado a nivel de proteina. En general, las
especies con entorno genético de Al presentan niveles mas altos del transcrito que

las especies AC.

Por otro lado, se realizaron ensayos de actividad in vitro de la S-RNasa y se observo
que sélo después de ser reducida con NaTrxh, su capacidad de degradar el RNA
aumenta considerablemente. El efecto positivo de la reduccion por NaTrxh sobre la
actividad de ribonucleasa de la S-RNasa podria contribuir de manera importante en
la regulaciéon de la actividad de la S-RNasa durante la respuesta del rechazo del

polen en Nicotiana.




2. Introduccion.
2.1 Sistema de autoincompatibilidad en angiospermas.

El éxito en la reproduccidon sexual de las angiospermas depende de una serie de
eventos que van desde la llegada del grano de polen al estigma, la hidratacién del
polen, su germinacion, crecimiento a través del estilo y finalmente, la fertilizacion
(McClure y Franklin-Tong, 2006). El grano de polen se adhiere, hidrata y germina
en la superficie estigmatica permitiendo el crecimiento del tubo polinico, el cual
interactua con los componentes secretados por la matriz extracelular del estilo
(McClure y Franklin-Tong, 2006). Esta interaccion entre el polen y el pistilo involucra

muchas proteinas que participan en una gran variedad de procesos.

Uno de los eventos de interaccion polen-pistilo que han desarrollado muchas
angiospermas es la autoincompatibilidad (Al), la cual se define como la incapacidad
de una planta fértii hermafrodita para producir cigotos después de la
autopolinizacion (de Nettancourt, 1977). Este proceso le permite a la planta
reconocer y rechazar el polen propio y aceptar aquel de individuos genéticamente
distintos (de Nettancourt, 1977; Rea y Nasrallah, 2008), con lo que se promueve la
polinizacién cruzada y se favorece la diversidad genética en las generaciones
futuras (Rea y Nasrallah, 2008).

La Al es controlada genéticamente por un unico locus multialélico, denominado
locus S y que incluye dos genes fuertemente ligados, uno de los cuales se expresa
exclusivamente en el pistilo y el otro solo en el polen (Figura 1.A). El reconocimiento
y rechazo del polen propio se basa en las interacciones alelo especificas de los
productos del locus S (Figura 1.B) que desencadenan una respuesta celular que

culmina en la inhibicién del crecimiento del tubo polinico (Reay Nasrallah, 2008).

De manera general, los sistemas de Al se clasifican en esporofitico y gametofitico.
En la Al esporofitica, el fenotipo de compatibilidad del polen es otorgado por la
antera que es un tejido diploide; mientras que en la Al gametofitica, el fenotipo de
compatibilidad proviene del mismo polen que es haploide (Cruz-Garcia y McClure,

2001). En el presente estudio se abordara unicamente el sistema de Al gametofitico.
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Figura 1. Control genético de la Al por el locus S. A) En el locus S se encuentran codificadas tanto
la determinante de especificidad alélica masculina como la femenina. B) La Al promueve la
fecundacion cruzada de manera que una planta con genotipo S1S; aceptara solo los granos de polen
de genotipo distinto, por ejemplo S; 0 S; (Tomado de McClure y Franklin-Tong, 2006).

2.2 Sistema de autoincompatibilidad gametofitico.

La inhibicion del crecimiento del tubo polinico en la Al gametofitica, estudiado en las
familias Scrophulariaceae, Solanaceae y Rosaceae, se lleva a cabo en el primer
tercio del estilo (McClure et al., 1989) y esta controlado genéticamente por un el
locus S que codifica para las determinantes masculina y femenina (de Nettancourt,
1977; McClure et al., 2011).

La determinante femenina fue identificada en Nicotiana alata y es una glicoproteina
con actividad de ribonucleasa, conocida como la S-RNasa, perteneciente a la familia
de ribonucleasas T2 (McClure et al., 1989). La S-RNasa se expresa exclusivamente
en las células del tejido de transmision estilar y es secretada a su espacio
extracelular (Anderson et al., 1989). Se sabe que su participacién en el rechazo del

polen es mediante la degradacién del RNA del tubo polinico (McClure et al., 1990).




La determinante masculina es la proteina SLF (S-Locus F-box protein). Su transcrito
se acumula especificamente en el polen y en los tubos polinicos (Lai et al., 2002).
Por medio de un ensayo de doble hibrido se demostré que la SLF de Antirrhinum
se une a la S-RNasa in vitro (Qiao et al., 2004). La proteina SLF incluye en su
extremo N-terminal un dominio con caja F. La mayoria de las proteinas con caja F
funcionan como proteinas E3 ligasas, las cuales forman parte del complejo SCF
(Skp1-Cullin-F-Box). Este complejo media la poliubiquitinacién de proteinas blanco
para su degradacion en el proteosoma 26S. Se propone que en este complejo, SLF

es la encargada de transferir la ubiquitina a la proteina blanco (Hua y Kao, 2006).

La interaccidon S-especifica entre la S-RNasa y SLF desencadena el mecanismo de
Al; sin embargo, existen algunos otros genes que no estan codificados dentro del
locus S'y cuyos productos son requeridos en el mecanismo bioquimico del rechazo
del polen. Estos son conocidos como genes modificadores (GM). En pistilo se han
identificado a NaStEP que es un inhibidor de proteasas, a 120K y a la proteina HT-
B de funcion desconocida; mientras que en polen se han identificado a Cullin 1y
Spk1 que son proteinas que junto con SLF forman el complejo SCF, y por ultimo a
MdABCF que es un receptor de la membrana de polen del cual depende en gran
medida la entrada de la S-RNasa al tubo polinico (McClure et al., 1999; Hancock.,
et al., 2005; Hua y Kao, 2006; Jiménez-Duran et al., 2012; Meng et al., 2014).

Goldraij et al. (2006) propusieron un modelo que establece que las S-RNasas
ingresan a los tubos polinicos por endocitosis independientemente de su haplotipo
S, de la misma manera ingresan las proteinas 120K y HT-B y NaStEP. Las S-
RNasas se almacenan en una vacuola junto con 120K, mientras que HT-B se asocia
al sistema endomembranoso del tubo polinico. Aunque una pequena porcién de S-
RNasas permanece en el citoplasma en donde interactua con SLF; si la interaccién
es haplotipo S especifica (AC) las S-RNasas permanecen secuestradas debido a
que la proteina HT-B es degradada, probablemente por una proteina del polen,
hecho que permite la estabilizacién de la vacuola. Por el contrario, si la interaccién
es autoincompatible (Al), la proteina que degrada a HT-B podria estar siendo

inhibida, lo cual provoca la ruptura de la vacuola y la liberacion de las S-RNasas al




citoplasma en donde ejercen su accion citotoxica degradando el rRNA del tubo
polinico, inhibiendo asi la sintesis de proteinas y como consecuencia, su
crecimiento por el estilo (Figura 2). Este es el modelo de compartamentalizacion de
la S-RNasa.

A) Tubo polinico compatible

SRNXg g SRNX Proteina
» .‘SLFy RNA =3 del polen IHT-B

Proteina
del polen

HT-B

Figura 2. Modelo de la compartamentalizacion de la S-RNasa. Las S-RNasas junto con otras
proteinas que se encuentran en la matriz extracelular del tejido de transmisién ingresan al tubo
polinico por endocitosis y se van almacenando progresivamente dentro de vacuolas. Algunas S-
RNasas pueden liberarse del sistema endomembranoso e interactuar con SLF. A) En una cruza
compatible las S-RNasas permanecen dentro de la vacuola y no pueden ejercer su actividad
citotdxica. B) En una cruza incompatible hay ruptura de la vacuola y liberacion de las S-RNasas al
citosol del tubo polinico en donde ejercen su actividad citotoxica. La ruptura de la vacuola
probablemente es mediada por la proteina HT-B (Tomado de McClure et al., 2011).

Dado que el modelo de Al gametofitica dependiente de S-RNasas aun tiene muchas
interrogantes, se han realizado multiples esfuerzos para identificar otros GM,
presentes en el polen o en el pistilo que podrian participar en el mecanismo del
rechazo del polen. En nuestro laboratorio se han identificado algunos genes

candidatos por medio de la técnica de cDNA-AFLP. Uno de ellos es una tiorredoxina
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tipo h que se expresa mayoritariamente en pistilos de especies con entorno genético
de Al (Juarez-Diaz et al., 2006).

2.3 Caracteristicas de las tiorredoxinas.

Las proteinas en el ambiente extracelular o en la superficie celular se encuentran
mayoritariamente en un estado oxidado con puentes disulfuro que las estabilizan.
En contraste, cuando estan dentro de la célula se encuentran reducidas y las
tiorredoxinas (Trx) son generalmente las responsables de mantener a las proteinas

en este estado reducido (Arnéry Holmgren, 2000).

Las Trx son pequefias proteinas globulares de aproximadamente 12 kDa, presentes
en todos los organismos vivos y que pertenecen a una familia de enzimas con
actividad oxidorreductasa tiol:disulfuro. Catalizan la reduccion dependiente de
NADPH de puentes disulfuro expuestos en otras proteinas (Holmgren, 1989), con
ello participan en una gran variedad de procesos que incluyen respuesta al estrés
oxidativo, transcripcion, traduccion, regulacion enzimatica, entre otros (Gelhaye et
al., 2004).

Las Trx se caracterizan por su sitio activo que conserva la secuencia WCGPC, el
cual contribuye a la generacion del potencial redox y les confiere su actividad
reductora. De esta manera, en su estado reducido (SH2), las Trx pueden romper los
puentes disulfuro de las proteinas (Laloi et al., 2001 y Juarez-Diaz et al. 2006). La
cisteina inicial localizada en el sitio activo es la que realiza el primer ataque
nucleofilico para la reduccion de la proteina blanco, lo que genera un intermediario
mixto momentaneo. Posteriormente, actua la segunda cisteina del sitio activo
rompiendo el puente disulfuro del intermediario, de esta manera la proteina blanco
y la tiorredoxina se liberan en sus formas reducida y oxidada, respectivamente
(Figura 3.A) (Meyer et al., 1999).

La energia necesaria para la reduccion proviene de una molécula de NADPH y los
electrones son transferidos a través de una cascada de tres proteinas. La primera
es una flavoproteina homodimérica, la tiorredoxina reductasa dependiente de

NADPH (NTR) quien colecta los electrones del NADPH vy los utiliza para reducir el
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puente disulfuro de su sitio activo, lo cual ocurre a través de su grupo prostético
FAD. Posteriormente, los electrones son transferidos a la Trx oxidada, permitiendo
ahora que pueda reducir a otra proteina (Figura 3. B). Todo este mecanismo se
denomina sistema NADPH/NTR/Trx (Meyer et al., 1999).

A) 1) B)

/\,‘-'J ('3 GP ? - Tiomedoxina
SH SH

\
/\,(;-S-S-c Proteinablanco
AN e Proteina
Tiomedoxina reductasa Tomedoxind  planco

2) /.\«wpsppf\- ) ’
S-St Iniemedian NADPH 4D TR{SH) TS, X,
A ,S@F- e ‘_HH. s T R g NN X T
Ot : ‘ .' (
;
1 I /
Tiomedoxi D LAY LI 4.
3) /\.".':gezfc’\ e O 4\ FADH, RS, £\ T, XS,

B e
/\_,‘C 4 Proteinablanco
| i N
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Figura 3. Reduccion de proteinas por las Trx. A) Mecanismo de accién. 1) El proceso inicia con el
ataque nucleofilico de la primera cisteina del sitio activo a un atomo de azufre de la proteina blanco,
2) con ello se genera un intermediario inestable por medio de un puente disulfuro entre ambas
proteinas. 3) La segunda cisteina del sitio activo rompe el puente disulfuro recién formado con lo
cual se libera la proteina reducida. B) Sistema NADPH/NTR/Trx donde los electrones son
transferidos del NADPH al grupo prostético FAD de la NTR, la cual posteriormente reduce a una Trx
quien finalmente transfiere los electrones a su proteina blanco (Tomado de Meyer et al., 1999).

2.4 Tiorredoxinas vegetales.

Meyer et al., (2002) clasificaron a las tiorredoxinas vegetales en 6 tipos con base en
el analisis de su estructura primaria. Las Trx m, x, y y, estan relacionadas
filogenéticamente con las de procariontes, mientras que las Trx f, h y o son
especificas de organismos eucariontes. Luego de la clasificacion propuesta por
Meyer se identificaron los tipos z y s (Arsova et al., 2006 y Alkhalfioui et al., 2008).
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La localizacién subcelular de las diferentes Trx es un factor importante para
entender los procesos fisiologicos en los que estan involucradas. Se sabe que las
tiorredoxinas de tipo f, m, x, y y z se localizan en cloroplasto y participan en la
regulacion de proteinas del metabolismo de carbohidratos; la tiorredoxina de tipo o
se situa en la mitocondria en donde puede regular procesos como fotorrespiracion,
ciclo de Krebs, metabolismo de lipidos, muerte celular programada, entre otros. Por
otra parte, también existe un tipo de tiorredoxina asociada a reticulo
endoplasmatico, la tiorredoxina s (Collin et al., 2003; Gelhaye et al., 2004; Arsova
et al., 2006 y Alkhalfioui et al., 2008).

En cuanto a la localizacién subcelular de las tiorredoxinas tipo h, inicialmente se
suponia que eran citoplasmaticas puesto que no poseen una sefal canodnica de
transito. Sin embargo, ahora se sabe de su presencia en distintos compartimentos
celulares. Por ejemplo, la PtTrxh2 de Populus trichocarpa se localiza en la
mitocondria (Gelhaye et al., 2004b), las Trxh1 y Trxh2 contienen una extension N-
terminal de aminoacidos hidrofébicos que unen a la proteina a la membrana
plasmatica (Shi y Bhattacharyya, 1996) y las Trx THL1 y THL2 de Brassica, que
estan involucradas en el mecanismo de incompatibilidad esporofitica se localizan
en el citosol (Cabrillac et al., 2001). Por otro lado, se ha encontrado la tiorredoxina
RPP13-1 como proteina de secrecion en el floema de Oryza sativa (Ishiwatari et al.,
1995).

2.5 Tiorredoxinas tipo h.

Las tiorredoxinas tipo h estan involucradas en procesos como la germinacién de
semillas en cereales, |la proteccion celular contra el estrés oxidativo durante la
desecacion y la germinacién de la semilla, el metabolismo del carbono y del
nitrdgeno y en los mecanismos de incompatibilidad sexual (Cabrillac et al., 2001;
Baumann et al., 2002; Wong et al., 2002; Serrato y Cejudo, 2003).

Las Trx tipo h se clasifican en tres subgrupos (Gelhaye et al., 2004):
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Subgrupo 1. Son las mas estudiadas, su reduccion esta mediada por la NTR
y la mayoria de los miembros son exclusivamente citosoélicos. En Arabidopsis
thaliana se han encontrado abundantemente en el floema, lo cual sugiere su
posible participacion reguladora de los componentes del tejido vascular
(Reichheld et al., 2002).

Subgrupo 2. Su principal caracteristica es la presencia de una prolongacién
en el extremo N-terminal y la conservacion de la secuencia del sitio activo
WCGPC en todos los miembros. Se han identificado varias Trx del subgrupo
2 en A. thaliana (AtTRXh2, h7 y h8) y en P. tremula (PtTRXh2), esta ultima
se encuentra asociada a la mitocondria (Gelhaye et al., 2004; Reichheld et
al., 2002).

Subgrupo 3. Dentro de esta clasificacidon se encuentran aquellas que poseen
una extension en el extremo N-terminal que ademas contiene un residuo de
Cys conservado en la cuarta posicién. La secuencia WCGPC del sitio activo
esta presente en algunos miembros de este subgrupo. La PtTRXh4 de P.
tremula es reducida por un sistema distinto al de la NTR, el cual es a través
de la glutation reductasa, también dependiente de NADPH (Gelhaye et al.,
2004).
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3. Antecedentes.
3.1 NaTrxh es una tiorredoxina tipo h con mayor expresion en plantas Al.

Previamente, mediante la técnica de cDNA-AFLP se detecté el fragmento cDNA-
AFLP25 que mostré mayor presencia en estilos de plantas con entorno genético de
Al como el de N. alata BT en comparacion con N. plumbaginifolia que es una planta
AC.

El analisis de la secuencia completa de este transcrito reveld una gran similitud con
genes de Trx vegetales. Asimismo, el analisis filogenético de su secuencia de
aminoacidos permitié agruparla dentro de las tiorredoxinas tipo h, subgrupo 2,
observando la conservacion de la secuencia del sitio activo de este tipo de

proteinas. La proteina fue denominada NaTrxh (Juarez-Diaz et al., 2006).

Mediante ensayos de inmunodeteccion se demostro la presencia de NaTrxh en
especies con entorno genético de Al, es decir, que poseen todos los elementos
necesarios para la Al pero que pueden expresar o no a la S-RNasa (AC*). Por el

contrario, en plantas AC NaTrxh no esta presente (Figura 4.A).
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Figura 4. Perfil de expresién de NaTrxh A) Inmunodeteccion de NaTrxh en extractos de proteina
total de los estilos de plantas autocompatibles (AC), autocompatibles que carecen de S-RNasa (AC*)
y autoincompatibles (Al) (Tomado de Juarez-Diaz, 2006). B) Inmunodeteccién NaTrxh en distintos
organos vegetales de N. alata BT: E (estilos), A (anteras), O (ovarios), P (pétalos), S (sépalos) y H
(hoja) (Tomado de Juarez-Diaz et al., 2006).
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Esta acumulacion preferente de NaTrxh en especies Al es una evidencia inicial de
que NaTrxh puede estar involucrada en el mecanismo del rechazo del polen
dependiente del locus S. Ademas, el analisis de su localizacion en distintos tejidos
de N. alata BT mostré que la proteina se encuentra en todos ellos en distintas
proporciones, siendo particularmente abundante en ovarios, estilos y pétalos
(Figura 4.B) (Juarez-Diaz et al., 2006).

3.2 NaTrxh colocaliza con la S-RNasa en la matriz celular del tejido de

transmision estilar.

Por medio de analisis inmunohistoquimico utilizando microscopia confocal se
observé que la NaTrxh y la Sci-RNasa colocalizan en la matriz extracelular del
tejido de transmision estilar, lo cual demuestra la secrecién de esta tiorredoxina
(Figura 5) (Juarez-Diaz et al., 2006).

Figura 5. Colocalizacion de la proteina NaTrxh y la Sc10-RNasa en la matriz extracelular del tejido
de transmisién estilar. A) Control de autofluorescencia. B) La Sc10-RNasa se muestra en color verde
y la NaTrxh en color magenta; la colocalizacién de ambas proteinas se muestra en color amarillo. C)
Los anticuerpos anti-NaTrxh fueron incubados con la proteina purificada previo a su aplicacién al
tejido. TT (tejido de transmision) ECM (Matriz extracelular). (Tomado de Juarez-Diaz et al., 2006).

Al igual que otras Trx tipo h del subgrupo 2, NaTrxh posee prolongaciones tanto
en la regién del N-terminal como del C-terminal. Avila-Castafieda et al. (2014) han

definido 3 dominios en estas extensiones y son denominados Na, Nf y C-terminal
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(Figura 6.A). Hay evidencia de que en otras Trx el dominio hacia el extremo N-
terminal esta involucrado en el transito intracelular de la proteina, como ocurre en

el caso de PtTrxh2 que se transporta a mitocondria (Gelhaye et al., 2004).

Por medio de mutantes que carecen de distintas secuencias de la NaTrxh y que
estaban fusionadas a GFP, se demostré que el dominio interno hidrofilico N@ de la
NaTrxh, que comprende desde el aminoacido Ala17 hasta la Pro27 (Figura 6.B) es
esencial y suficiente para promover la secrecion de la proteina por una via que
involucra el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi y vesiculas de secrecion.
Dicho dominio también contribuye a la estabilizacion de la estructura terciaria de la

proteina (Avila-Castafieda et al., 2014).
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Figura 6. La secrecion de NaTrxh depende del dominio NB. A) Dominios Na, NB y COO- de la
NaTrxh, mostrando la secuencia de aminoacidos del NB. B) Expresion transitoria de la NaTrxh
fusionada a GFP en células de epidermis de cebolla. La NaTrxh completa es una proteina secretada,
sin embargo, cuando se elimina su dominio N3 ésta permanece dentro de las células. La expresion
de solo el dominio N fusionado a GFP dirige la acumulacion de la proteina fuera de las células,
corroborando que este es el dominio necesario para el transporte de NaTrxh. CW (Pared celular), M
(Membrana plasmatica) (Tomado de Avila-Castafieda et al., 2014).
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3.3 NaTrxh interacciona con la S-RNasa y la reduce in vitro.

Para demostrar su actividad reductora y conocer los posibles sustratos sobre los
que puede actuar NaTrxh, Juarez-Diaz et al. (2006) desarrollaron una serie de
reacciones de reduccion in vitro con proteinas estilares de N. alata y encontraron
una proteina muy abundante que es reducida por NaTrxh, notablemente esta

proteina es la S-RNasa (Figura 7).
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Figura 7. Actividad reductora de NaTrxh evaluada mediante la tincion con mBBr. Extractos de
proteina total de matriz extracelular de tejido de transmision estilar de N. alata S10sS105 S€ sometieron
a una primera dimension de electroforesis A) sin agente reductor, B) con DTT como agente reductor
o con C) NaTrxh/ NADPH/NTR Los resultados demuestran que al igual que el DTT, la NaTrxh es
capaz de reducir proteinas de la matriz extracelular del tejido de transmision estilar. D)
Inmunodeteccion de S105-RNasa en la membrana tratada con NaTrxh/NADPH/NTR. (Tomado de
Juérez-Diaz et al., 2006).

Para conocer el dominio responsable de la interaccidon entre NaTrxh y la S-RNasa
Avila-Castafieda et al. (2014) realizaron una columna de afinidad con la proteina
NaTrxh completa o mutada en cada uno de los dominios establecidos y a través de
esta columna paso un extracto de proteina total de estilo (que contiene a las S-

RNasas). Los resultados demostraron que al remover el C-terminal de NaTrxh la
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interaccion se redujo considerablemente, revelando que este dominio es muy
importante en la interaccion de ambas proteinas; aunque la eliminacién de los
dominios Na y NB también reduce a la interaccién entre NaTrxh y la S-RNasa
(Figura 8).
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Figura 8. Interaccion de NaTrxh con la S105-RNasa. Extractos de proteina total de estilos de N. alata
S105S105 S€ pasaron a través de las columnas de A) Affi-Gel-NaTrxh, B) Affi-Gel-NaTrxhANa, C) Affi-
Gel-NaTrxhANR y D) Affi-Gel-NaTrxhACOO. Nétese que la S-RNasa es capaz de unirse a la proteina
NaTrxh completa y la interaccion disminuye al remover los dominios Na y Nf; sin embargo la
interaccion se elimina por completo cuando es removido en dominio C-terminal de NaTrxh. UB
(fraccion no unida) W1, W5 y W10 (lavados 1, 5 y 10) Tw, NaCl (lavados con Tween 20 o NaCl,
respectivamente), B (elusion). Todas las fracciones se analizaron por inmunodeteccion con el
anticuerpo Anti-S105. (Tomado de Juarez-Diaz et al., 2006).

La interaccion especifica de NaTrxh con la S-RNasa puede tener un significado en
el mecanismo de Al. Oxley y Bacic (1996), determinaron la estructura de la S.-
RNasa de N. alata la cual cuenta con 9 residuos de cisteina, 8 de ellos se

encuentran formando puentes disulfuro que estabilizan su estructura tridimensional
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(Cys16-Cys21, Cys45-Cys94, Cys153-Cys182, Cys165-Cys176), mientras que un
residuo, Cys 95, esta libre. La presencia de grupos tiol libres puede significar un rol
biolégico en la S-RNasa, permitiéndole la posibilidad de formar dimeros o
interaccionar con otras moléculas. De hecho se ha demostrado que la S-RNasa
forma complejos con otras proteinas estilares como 120K, que también es necesaria
para el mecanismo de Al (Cruz-Garcia et al., 2005); sin embargo, la funcién de estos

complejos aun es desconocida.

Los resultados anteriores sugieren que NaTrxh puede estar involucrada en el

mecanismo de rechazo del polen en Nicotiana regulando la actividad de la S-RNasa.
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4. Hipétesis.

Si NaTrxh se asocia con la Al, entonces se espera que las especies de
Nicotiana autoincompatibles expresen niveles altos de su transcrito en el
pistilo, y que la reduccién de la S-RNasa por esta tiorredoxina incremente su

actividad catalitica.

5. Objetivos.

5.1 Objetivos generales.

Cuantificar los niveles del transcrito de NaTrxh en especies AC y Al de

Nicotiana.

Evaluar el efecto de la reduccion por NaTrxh sobre la actividad catalitica de
la S-RNasa.

5.2 Objetivos particulares.

Cuantificar los niveles del transcrito de NaTrxh en distintos tejidos de dos

especies Al: N. alata 'y N. rastroensis.

Cuantificar los niveles del transcrito de NaTrxh en pistilos de especies AC y
Al.

Determinar las diferencias en la secuencia de la proteina NaTrxh de especies
ACy Al

Corroborar la reduccién de la S-RNasa por NaTrxh.

Cuantificar la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa cuando es reducida

por NaTrxh.
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6. Materiales y métodos.
6.1 Extraccion de RNA total.

Se extrajo RNA total de N. alata y N. rastroensis de 8 diferentes tejidos: pétalo,
sépalo, tallo, hoja, pistilo y antera (los dos ultimos en los estadios de flor madura e
inmadura), asi como de pistilos en etapa madura de las especies Al N. alata
Sc10Scio0, N. rastroensis 'y N. bonarensis; y de las especies AC N. benthamiana, N.
tabacum, N. longiflora, N. plumbaginifolia y N. alata BT. El método de purificacién

de RNA empleado es el que sigue:

a) Pesar de 50 a 100mg de tejido fresco y pulverizar en un mortero con pistilo con
nitrogeno liquido. Pasar la muestra a un tubo de 1.5ml y afiadir inmediatamente 1ml
de Trizol (Invitrogen). Mezclar vigorosamente.

b) Incubar la muestra homogenizada por 5min a temperatura ambiente.

c) Aradir 0.2ml de cloroformo y mezclar por inversion durante 15s. Incubarde 2 a 3
min a temperatura ambiente.

d) Centrifugar la muestra a 12,000g durante 15min a 4°C.

e) Pasar la fase acuosa a un tubo nuevo. Afadir de 5 a 10 ug de Glicogeno libre de
RNasas y 0.5ml de isopropanol al 100%. Incubar a temperatura ambiente por 10min.
f) Centrifugar 10min a 12,000g a 4°C.

g) Remover por completo el sobrenadante y anadir 1ml de etanol al 75%. Agitar con
vortex.

h) Centrifugar 5min a 7,500g. Retirar el sobrenadante y secar el pellet al aire por
10min.

i) Resuspender el pellet en 20 a 50ul de H20 DEPC.

Se cuantificd el RNA en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), se ajusto la cantidad a
100ng y se observo en un gel de agarosa al 2% en condiciones desnaturalizantes
[MAE 1X pH7 (MOPS 0.02%, acetato de sodio 5mM pH7, EDTA1mM), formaldehido
1.1%, bromuro de etidio 0.0015mg/ml]. Se cargd en el gel 1ul de RNA mezclado con
4ul de buffer de carga [80% formamida, EDTA 1mM pH 8.0, 0.1% (w/v) azul de
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bromofenol y 0.1% (w/v) xylen cyanol] previamente desnaturalizados por 5min a
60°C.

Para eliminar la posible contaminacién con DNA, el RNA extraido se sometié a un

tratamiento con DNasa | (New England Biolabs) de la siguiente manera:

a) Llevar la muestra a un volumen de 100ul con buffer de reaccion (Tris HClI 10mM
pH 7.6, MgCl, 2.5mM y CaCl, 0.5mM)

b) Ahadir 2 unidades de DNasa |
c) Incubar a 37°C durante 10min

d) Anadir 1yl de EDTA 0.5M e incubar a 75°C durante 10min para desactivar la
enzima.

Posteriormente cada muestra se tratd con el kit RNA Clean & Concentrator (Zymo

Research) de acuerdo a las instrucciones del mismo, como sigue:
a) Afiadir 2 volumenes de RNA Binding Buffer por cada volumen de RNA.
b) Anadir un volumen de etanol a la mezcla anterior. Agitar vigorosamente.

c) Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin sobre un tubo colector y

centrifugar a 12,000g por 1min. Descartar el sobrenadante.

d) AAadir 400ul de RNA Prep Buffer y centrifugar a 12,000g por 1min. Descartar el

sobrenadante.

e) Adadir 800ul de RNA Wash Buffer y centrifugar a 12,000g por 30s. Descartar el
sobrenadante. Repetir el lavado con 400ul de RNA Wash Buffer y centrifugar por

2min mas.

f) Transferir la columna a un tubo eppendorf de 1.5ml y afiadir 6ul de H20 DEPC
directamente en la matriz. Incubar 1min a temperatura ambiente y centrifugar 1min

para eluir. Almacenar el RNA a -70°C.
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6.2 Cuantificacion relativa del transcrito de NaTrxh.

El RNA total extraido se utilizé para determinar la cantidad relativa del transcrito de
NaTrxh mediante la técnica de PCR cuantitativo (QPCR) con el kit SuperScript IlI
Platinum SYBR Green One-Step qPCR with ROX (Invitrogen) en el equipo 7500 de
Applied Biosystems. La mezcla de reaccion que se utilizé para la amplificacion y las

condiciones de PCR se muestran en las tablas 1 y 2, respectivamente.

Tabla 1. Mezcla de reaccion utilizada en la técnica de gqRT-PCR
Reactivo Concentracion final

2X SYBR Green reaction mix with ROX (dNTPs | 1X
0.4mM, MgS0O4 6mM, ROX 1uM)

M-MLVT RT 2U
Oligonucleétido Foward 10uM 0.3uM
Oligonucledtido Reverse 10uM 0.3uM
RNA molde 5ng
Volumen final 10ul

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion por gqRT-PCR.
Temperatura (C) Tiempo Numero de ciclos |

50 3min ---
95 5min ---
95 15s 40
56-60 30s

Para estas reacciones se utilizaron los oligonucledtidos foward 5°
CATGCCATGGATGGGATCGTATCTTTCAAG 3, y reverse 5
GGTTCTGACGACGATCCTGATTCTGCC 3'. Como gen normalizador se emple6 el
rRNA 18S el cual se amplific6 con los oligonucledtidos foward 5°
GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG 3, y reverse 5
GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC 3.

La cuantificacion relativa de las muestras se hizo usando el método de 2-22CT (Livak
y Schmittgen, 2001) que se basa en la comparacion con un gen constitutivo (rRNA

18S) respecto a una muestra a la cual se le asigna el valor de 1; para el caso de la
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cuantificacion relativa entre los distintos érganos se utilizd6 como tejido normalizador
la antera inmadura y, para la cuantificacion entre distintas especies se utilizé pistilo
de N. plumbaginifolia, ya que en ambos casos son las muestras que menos cantidad

tienen del transcrito.

6.3 Amplificacion de NaTrxh de DNA genémico de plantas Al y AC.

Con el objetivo de conocer la secuencia y el numero de copias del gen NaTrxh en
el genoma de especies AC y Al se extrajo DNA gendmico de las especies N. alata
Sc10Sc10, N. rastroensis, N. benthamiana y N. tabacum con el kit Plant DNA

preparation (Jena Bioscience) de acuerdo al protocolo que sigue:

a) Pesar de 10 a 30mg de tejido fresco y pulverizar en un mortero con pistilo con

nitrogeno liquido. Pasar la muestra a un tubo de 1.5ml.
b) Anadir 300ul de Cell Lysis Solution e incubar a 65°C durante 60min.

c) Anadir 1.5ul de RNAse A solution al lisado celular. Mezclar por inversion 5 veces

e incubar a 37°C durante 30min.

d) Pasar la muestra a temperatura ambiente y anadir 100ul de Protein Precipitation

Solution. Mezclar la soluciéon con vortex.
e) Centrifugar a 15 000g por 30s.

f) Transferir el DNA contenido en el sobrenadante a un tubo nuevo y afadir 300yl

de isopropanol. Mezclar por inversion 50 veces.
g) Centrifugar a 15,000g por 1min. Descartar el sobrenadante.

h) Anadir 500ul de Washing Buffer y mezclar por inversion varias veces para lavar

el pellet. Centrifugar a 15,000g por 1min.

i) Descartar el sobrenadante y secar el pellet a temperatura ambiente 10 a 15min.
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j) Anadir 50 a 100pl de DNA Hydration Solution. Incubar la muestra a 65°C durante

60min. Almacenar a -20°C.

Posteriormente se utilizé este DNA como templado para una reaccién de PCR con
los siguientes oligonucledtidos: foward 5
CATGCCATGGATGGGATCGTATCTTTCAAG 3’ y reverse 5
GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3°, los cuales hibridan con
ambos extremos del transcrito de NaTrxh y a su vez incorporan los sitios para las
enzimas de restriccion Ncol y EcoRIl en los extremos 5 y 3" del gen,
respectivamente. La mezcla y condiciones de reaccion se muestran en las tablas 3
y 4.

Tabla 3. Mezcla de reaccion utilizada en la técnica de PCR
Oligonucledétido foward 10uM 0.3uM
Oligonucledtido Reverse 10uM 0.3uM
JumpStart SIGMA (Tag DNA polimerasa, 1X
10nmol dNTPs, 15mM MgCl2)
DNA Molde 100ng
Volumen final 10pl

Tabla 4. Condiciones para la amplificacion por PCR.

Fase Temperatura (°C) Tiempo Numero de
ciclos

Desnaturalizacion | 95 5min -—-

inicial

Desnaturalizacion | 95 30s

Alineamiento 60 45s 40

Elongacién 72 60min

Elongacién final 72 5min -

Los productos de amplificacion fueron separados electroforéticamente en un gel de
agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV. El DNA
amplificado fue purificado a partir del mismo gel con el kit Agarose Gel Extraction

de acuerdo al protocolo siguiente:

a) Cortar el area del gel que contiene el DNA y transferir a un tubo de 1.5ml.
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b) Ahadir 3 volumenes de Extraction Buffer por cada 100mg de gel. Incubar a 60°C

durante 10min mezclando ocasionalmente para disolver la agarosa por completo.

c) Colocar la columna sobre un tubo colector y activarla afadiendo 100ul de

Activation Buffer. Centrifugar a 10,0009 por 30s.

d) Anadir la mezcla del inciso b a la columna activada. Centrifugar a 10,000g por

30s. Desechar el sobrenadante.

e) AAadir 700ul de Washing Buffer a la columna. Centrifugar a 10,000g por 30s.

Desechar el sobrenadante.
f) Centrifugar adicionalmente por 2min para remover los residuos.

g) Transferir la columna a un tubo eppendorf de 1.5ml y afadir 30-50ul de H20
directamente en la matriz. Incubar 1min a temperatura ambiente y centrifugar 1min

para eluir. Almacenar el RNA a -20°C.

6.4 Amplificacién del transcrito NaTrxh de plantas Aly AC

Para conocer la secuencia del transcrito de NaTrxh de las plantas AC y Al se
sintetiz6 cDNA a partir de RNA total de las especies N. alata Sc10Sc1o, N.
rastroensis, N. benthamiana, N. longiflora, N. plumbaginifolia, N. bonariensis, N.
tabacumy N. alata BT. Se emple¢ la enzima M-MLVRT (Invitrogen) con el siguiente

protocolo:
a) Mezclar en un volumen final de 12ul con H20 DEPC:

e 0.5uM Oligo DT
e 1TMMdANTP’s
e 50ug RNA total

b) Incubar a 65°C durante 5min.
c) Colocar en hielo y afadir:

e 4yl 5X Strand Buffer
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e 2uIDTTO0.1M
e 1ul M-MLVRT (200U).

d) Mezclar con pipeteo. Incubar 50min a 37°C.
e) Incubar 15min a 70°C para desactivar la enzima.

El cDNA sintetizado fue utilizado como molde para la amplificacion por PCR con las

condiciones descritas anteriormente (Tablas 3 y 4).

6.5 Clonacion de los productos de amplificacion de NaTrxh de gDNA y cDNA.

Los productos de amplificacion extraidos del gel fueron digeridos con las enzimas
de restriccion Ncol y EcoRI (New England Biolabs) dejando incubar la reaccion
durante 2h a 37°C. Posteriormente fueron ligados en el vector pGEM-T Easy (Figura

9) linearizado previamente con las mismas enzimas.
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Figura 9. Esquema del vector pPGEM-T Easy mostrando el sitio de clonacion multiple. Los fragmentos
amplificados de NaTrxh fueron ligados en los sitios de restriccion Ncol y EcoRI sefialados. Nétese
que el MCS se encuentra dentro de la secuencia correspondiente al gen lacZ.
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La reaccion de ligacion se llevd a cabo con la enzima T4 DNA ligasa (Thermo
Scientific) incubando a 4°C toda la noche. Con el producto de reaccion de ligado se
transformaron células E. coli TOP 10 electrocompetentes de acuerdo al siguiente

protocolo:

a) Vertir 2ul de DNA en un vial de células electrocompetentes.

b) Pasar la mezcla anterior a una celda de electroporacion estéril previamente
enfriada en hielo.

c) Dar un pulso de 1820V en electroporador.

d) Recuperar las células de la celda con 1ml de medio LB (Triptona 10g, Extracto
de levadura 5g, NaCl 5g en 1L de H20, esterilizar por autoclave) mezclando
suavemente y pasarlo a un tubo de 1.5ml.

e) Incubar 1h a 37°C con agitacion (~200rpm).

f) Centrifugar 5min a 14,000rpm. Descartar el sobrenadante y resuspender en 150l
de medio LB. Verter 50ul en una placa de agar con Amp 100 ug/ml, IPTG 0.5mM y
X-Gal 80ug/ml, y dispersar con perlas de vidrio.

g) Incubar de 12 a 15h a 37°C.

El vector de clonacién pGEM-T Easy (Promega) contiene el sitio de clonacion
multiple dentro del gen lacZ que codifica para la enzima - galactosidasa. Cuando
se afnade IPTG se induce la transcripcidon del gen lacZ y por lo tanto hay una
acumulaciéon de B-galactosidasa; esta enzima tiene como sustrato a X-Gal y lo

hidroliza dando como resultado una coloracion azul.

Si el inserto fue ligado correctamente en el sitio de clonacién multiple, entonces la
secuencia del gen lacZ se ve interrumpida, por lo que no hay produccion de (-
galactosidasa y en consecuencia no hay coloracién. Lo anterior permite la
discriminacion de colonias positivas para la transformacion que son de color blanco,

respecto de las colonias negativas que son de color azul.

Ademas de la seleccion por resistencia y coloracion, las clonas transformadas
fueron verificadas por PCR de colonia utilizando los mismos oligonucleétidos con
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los que se amplificd el gen. Una vez corroboradas las clonas que contenian la
construccion correcta se extrajo el DNA plasmidico con el kit Zyppy Plasmid

Miniprep (Zymo Research) como sigue:

a) Sembrar una colonia aislada en 3ml de medio LB con el antibidtico
correspondiente e incubar a 37°C con agitacion durante 14 a 16h.

b) Centrifugar el cultivo a maxima velocidad durante 1min. Decantar el sobrenadante
y resuspender en 600ul de H20.

c) Anadir 100ul de 7X Lysis Buffery mezclar por inversion 4 a 6 veces. Incubar 2min
a temperatura ambiente.

d) AAadir 350ul de Neutralization Buffer frio. Mezclar. La neutralizacion se habra
completado cuando se forme un precipitado amarillo. Mezclar nuevamente por
inversion 2 a 3 veces.

e) Centrifugar a 16,000g por 2min.

f) Transferir el sobrenadante a una columna Zymo-Spin INN sobre un tubo colector
y centrifugar a 16,000g por 15s. Desechar el sobrenadante y situar la columna
nuevamente en el tubo colector.

g) Anadir 200ul de Endo Wash Buffer y centrifugar a 16,0009 por 30s.

h) Anadir 400ul de Zyppy Wash Buffer y centrifugar a 16,000g por 1min.

i) Transferir la columna a un tubo eppendorf de 1.5ml y anadir 30ul de H20
directamente en la matriz de la columna. Incubar 1min a temperatura ambiente y

centrifugar 30s para eluir el DNA.

El DNA plasmidico fue cuantificado por A260nm utilizando un NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) y se secuencidé el inserto en la Unidad de Sintesis y

Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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6.6 Purificacion de la proteina NaTrxh.

En un trabajo previo, Juarez-Diaz (2005) obtuvo la proteina NaTrxh recombinante
expresada en E. coli BL21 (DE3) pLysS. El gen NaTrxh esta clonado dentro del
vector pGEX 4T-2 (Figura 10) el cual permite la expresion de la proteina fusionada

al C-terminal de la proteina glutation-S-transferasa (GST).

Thrombin

|Leu Val Pro Arg'J'GIy Ser IPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

BamHI ECoRI| " S 'Sall " %hol " Notl Stop codon

Tth11ll
Aatll

Pstl

PGEX-4T-2

Narl

ECORV AwNI

BssHII

Apal
P pBR322

BstEll ort

Mlul

Figura 10. Esquema del vector pGEX-4T-2 mostrando el MCS. El gen NaTrxh esta clonado dentro
de los sitios BamHI y EcoRI sefalados y fusionado a la proteina GST sin alterar el marco de lectura.
El sitio de reconocimiento para la proteasa trombina se encuentra en el C-terminal de la GST.

El protocolo para sobreexpresar la proteina de fusién es el siguiente:

a) Tomar 15ul de un cultivo congelado en glicerol e inocularlos en 10ml de medio
LB. Incubar a 37°C en agitacion de 12 a 15h.

b) Hacer una dilucién del cultivo 1:100 en medio LB. Incubar a 37°C en agitacion
hasta llegar a una A600 de 0.5a 0.7.
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c) Agregar IPTG a los cultivos a una concentracion final de 0.1mM para inducir la

expresion. Continuar con la incubacién de 3 a 4h.

d) Centrifugar el cultivo a 8,000rpm durante 10min a 4°C. Decantar el sobrenadante

y drenar el pellet (ponerlo en hielo).

e) Resuspender por completo el pellet en 50ul de PBS 1X a 4°C por cada ml de

cultivo.

f) Lisar las células con sonicador por periodos de 15 a 30s, entre un intervalo de 30s
a 1min de reposo a una frecuencia de 20 a 30MHz hasta que la solucion sea un

poco transparente (sonicar sobre hielo).

g) Agregar Triton X-100 al 20% a una concentracién final de 1%. Mezclar
suavemente por 30min en hielo para mejorar la solubilizacion de la proteina de

fusion.

h) Centrifugar a 10,000rpm y pasar el sobrenadante a un tubo nuevo.

La purificacién de la proteina se efectud a partir de la fase soluble del sonicado
bacteriano por cromatografia. Se utiliz6 la resina Glutation-Agarosa (SIGMA). La
GST presenta afinidad al glutation oxidado, el cual esta unido covalentemente a la
matriz, la elucién de la proteina se efectua por competencia con glutatiéon reducido,
ya que este presenta una mayor afinidad que la GST; sin embargo para los ensayos
posteriores se requiere a la NaTrxh libre de GST, por lo que se traté a la proteina
unida a la resina de Glutatién-Agarosa con trombina (GE Healthcare) para su
liberacion. La trombina es una proteasa que rompe a la cadena polipeptidica entre
los residuos Arginina y Glicina dentro de la secuencia Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser. Este
sitio de corte se encuentra justo en el extremo carboxilo terminal de la GST (Figura
10).

El protocolo es el siguiente:
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a) Agregar a la matriz sedimentada la mezcla de reaccidén que consiste en 50ul de
trombina resuspendida y 950ul de PBS 1X por cada ml de volumen cama. Dejar

incubando con rotacién continua a temperatura ambiente de 14 a 16h.

b) Centrifugar a 1,000rpm durante 5min para sedimentar la matriz y recuperar el

sobrenadante.

c) Hacer un lavado con 1ml de PBS 1X por cada ml de volumen cama. Centrifugar

a 1,000rpm durante 5min. Recuperar el sobrenadante.
d) Hacer dos lavados mas y juntar los tres sobrenadantes.

El resultado de la purificacion fue analizado por SDS-PAGE.

6.7 SDS-PAGE

La electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida se efectué en dos fases:
el gel apilador o concentrador y el gel separador con concentracion de acrilamida

de 4% y 12%, respectivamente.
Preparacion del gel separador:

e 1.4ml de Agua

e 1ml de Amortiguador pH 8.8 [Tris 1.5M, SDS 0.4%)]
e 1.3ml de Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)

e 25ulde PSA 20%

e 2.5ulde Temed

Mezclar todo y vaciar rapidamente dentro de los vidrios. Agregar isopropanol para
mantener un nivel adecuado en la parte superior del gel. Una vez que polimeriza,

preparar el gel concentrador.
Preparacién gel concentrador

e 1mlde Agua

33



e 444pul de Amortiguador pH 6.8 [Tris 0.5M, SDS0.4% (w/v)]
e 300pl de Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)

e 20ul de PSA 20%

e 5ulde Temed

Mezclar todo y vaciar rapidamente sobre el gel separador.

Una vez polimerizado, cargar las muestras previamente desnaturalizadas por 5 min
en buffer de carga para proteinas [Tris-HCI 0.28M pHG6.8, glicerol 30% (v/v), SDS
1% (wl/v), azul de bromofenol 0.0012%, DTT 0.5M]. La electroforesis se efectu6
durante 1.5h a 120V en buffer de corrida de glicina (glicina 14.4g, Tris 3g, SDS 1g
en 1L de H20).

6.8 Reduccion in vitro de la S-RNasa.

Se incubd 1ug de RNasa purificada en un volumen final de 30ul de Tris HCI 50mM

pH 7.9 bajo las siguientes condiciones:

a) Sin agentes reductores

b) DTT 5mM

c) 2.5ug de NaTrxh recombinante + 2ug de Tiorredoxina reductasa
recombinante de E. coli (SIGMA) + 0.125umol NADPH (SIGMA)

d) 2.5ug de NaTrxh recombinante + 2ug de Tiorredoxina reductasa
recombinante de E. coli (SIGMA)

La reaccion de reduccién se incubd por 3h a 37°C.

6.9 Sistema de electroforesis en dos dimensiones para identificaciéon de

proteinas blanco de la NaTrxh.

La estrategia de electroforesis en dos dimensiones (reductora/no reductora) fue
propuesta por Yano et al. (2001). Antes de realizar las dos dimensiones los grupos

tiol de las proteinas son marcados con mBBr (Monobromobimano). En el control
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negativo la primera dimension electroforética se realiza bajo condiciones no
reductoras y la segunda dimension en condiciones reductoras, en este caso las
proteinas que poseen sulfhidrilos fluoresceran por el marcaje con mBBr y migraran
en una diagonal, ya que su movilidad electroforética sera la misma en la primera y
segunda dimension. Para probar cuales proteinas son reducidas por la tiorredoxina,
la reduccidon se debe realizar antes de llevar a cabo la separacién en la primera
dimension electroforética para después marcar los grupos tiol con mBBr. Con ello
se espera observar sobre la diagonal las mismas proteinas que fueron identificadas
en el control negativo mas otras proteinas nuevas que representan los sustratos

potenciales de la tiorredoxina (Figura 11).

1. Reduccién de puentes disulfuro de las proteinas

SH SH w w
o & I g =
A Trx mﬂ mBBrw *H*

2. Separacion de las proteinas por electroforesis

ﬁ»??gha S ocsin A

@
D (<=
(<]
® @ ®
=
= =
Control Trx

Figura 26. Sistema de electroforesis en dos dimensiones para visualizar proteinas blanco de la
reduccion de Trx. La primera dimension (1) se lleva a cabo en condiciones no reductoras mientras
que la segunda (2) en condiciones reductoras y los sulfhidrilos fluorescen por el mBBr. En el control
todas las proteinas que contienen sulfhidrilos libres fluorescen y migran en una diagonal, aquellas
que contenian puentes disulfuro migraran fuera de la diagonal dado que con la segunda dimension
que es reductora se rompen éstos puentes y su movilidad electroforética se ve alterada. En la
reduccion por Trx, si las proteinas fueron reducidas antes de la primera dimension migraran sobre la
diagonal y ademas fluoresceran.

Esta metodologia se sigui6é con la Sa2-RNasa tratada con las condiciones descritas

en el apartado 6.8 de la siguiente manera:
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a) Adicionar 0.2umol de mBBr (SIGMA) en 10ul de acetonitrilo e incubar con rotacion

continua por 20min a temperatura ambiente.

b) Disolver con amortiguador de muestra libre de agentes reductores y realizar la

primera dimension electroforética.

c) Una vez terminada la electroforesis cortar el carril y sumergirlo en amortiguador

de muestra con 2-mercaptoetanol al 5% por 20min a temperatura ambiente.

d) Colocar el carril sobre otro gel de poliacrilamida y realizar la segunda dimensién

electroforética.

Visualizar las proteinas marcadas bajo luz UV.

6.10 Cuantificacion de la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa.
Preparaciéon del RNA sustrato:

a) Disolver 2.5g de RNA Torula Yeast (SIGMA) en 10ml de H20 desionizada con
adicion por goteo de NH4OH.

b) Precipitar el RNA afiadiendo 1 volumen de acetato de amonio 10M y 3 volumenes

de isopropanol. Centrifugar a 2,500rpm durante 10min a 4°C.

c) Decantar y resuspender en 10ml de H20 desionizada. Repetir una vez mas la

precipitacion.

d) Lentamente anadir de 10-20ml de LiCl 8M frio hasta que se forme un precipitado.
e) Centrifugar 10min a 2,500rpm a 4°C. Resuspender en 10ml de H20 desionizada.
f) AAadir 15ml de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y mezclar.

g) Centrifugar 10min a 4,000rpm a 4°C y resuspender en 10ml de H20 desionizada.

Repetir los incisos fy g.

h) Precipitar el RNA afiadiendo 1 volumen de acetato de amonio 10M y 3 volumenes
de isopropanol. Centrifugar a 2,500rpm durante 10min a 4°C.
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i) Decantar y resuspender en 10ml de H20 desionizada. Repetir una vez mas la

precipitacion.
j) Lavar el pellet secuencialmente con etanol al 95% y con metanol al 100%.
k) Secar el pellet y pesarlo. Almacenar a -20°C.

El RNA purificado se empled para los ensayos de actividad de ribonucleasa en
donde se cuantifica RNA degradado después de ser incubado con la S-RNasa; la
cuantificacion se lleva a cabo a A260nm; por lo tanto, a mayor actividad debe haber

mayor absorbancia.
El ensayo de actividad se realizé como sigue:
a) Enfriar tubos de 1.5ml 5min en hielo.

b) Afadir a cada tubo 200ul de buffer de actividad frio (glicerol 25% v/v, 0.1M de
fosfato de potasio pH7, 0.05M de cloruro de potasio y 4mg/ml de RNA purificado).

c) Aiadir 500ng de RNasa bajo las diferentes condiciones de reduccion. Agitar con

vortex e incubar inmediatamente a 37°C durante 30min.

d) Anadir a cada tubo 40pl de solucidon de término de reaccidén (25% v/v acido
perclorico y 0.75% wi/v uranilacetato). Agitar con vortex y dejar precipitando en hielo

al menos 15min.

e) Centrifugar 20min a maxima velocidad a 4°C. Realizar una dilucién 1:10 y leer a
260nm.

La actividad es calculada de acuerdo a la siguiente formula:

Actividad = A260/mI*min*mg
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7. Resultados
7.1 Cantidad relativa del transcrito NaTrxh.
7.1.1 Diseno de oligonucleétidos.

El PCR cuantitativo (qQPCR) es un método para la cuantificacion especifica de acidos
nucleicos; cuando se utiliza con transcripcion reversa es posible detectar y
cuantificar moléculas de RNA (Guénin et al., 2009). EI qRT-PCR es una técnica muy
precisa en la cual se deben tomar en cuenta muchas consideraciones que van

desde el disefio adecuado de los oligonucledétidos hasta la validacion de la técnica.

El disefio de oligonucledtidos se realizdé con el servidor Biology WorkBench 3.2
(http://workbench.sdsc.edu/) tomando como templado la secuencia del transcrito de
NaTrxh reportado por Juarez-Diaz et al. en 2006. Los oligonucleétidos disefados

para qPCR deben cumplir con las siguientes caracteristicas (Tevfik, 2006):

e Ser complementarios a la secuencia deseada.

e Tener una longitud de entre 19 a 25 nucledtidos.

e Contener de un 40% a un 60% de GC.

e Usar una temperatura de alineamiento en la misma reaccion con una

variacion maxima de 1°C.

¢ No generar horquillas internas ni ser complementarios entre si.
Ademas hay que tomar en cuenta que para una amplificacion eficiente el tamano
del amplicon no debe exceder las 300 pb. El tamafio ideal oscila entre los 50 y 150
nucleotidos (Tevfik, 2006).

Los oligonucledtidos enunciados en el apartado 5.2 amplifican los primeros 150
nucleotidos de NaTrxh. Para determinar la probabilidad de formaciéon de dimeros,
las secuencias se analizaron con el programa OligoAnalizer de Integrated DNA
Technologies (IDT); este programa calcula el AG de las estructuras secundarias y
mientras mas negativo sea este valor, mayor es la probabilidad de que una
estructura secundaria se establezca durante la reaccién de PCR. De esta manera,

lo ideal es tener un valor de AG mayor a -9 kcal/mol. En la tabla 5 se muestra el
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porcentaje de contenido GC y los valores de AG estimados para la formacion de
estructuras secundarias. También se analizaron los oligonucleétidos que amplifican
el rRNA 18S, el cual se utilizé como gen normalizador. Como podemos observar,
los oligonucledtidos cumplen con las caracteristicas necesarias para emplearse en
la técnica de qRT-PCR.

Oligonucleétido AG de posible AG de posibles AG de posibles

estructura tipo dimeros heterodimeros

tallo asa
Foward NaTrxh | -1.86 kcal/mol -6.5 kcal/mol -6.53 kcal/mol 46.7%
Reverse 0.74 kcal/mol -4.62 kcal/mol 55.6%
NaTrxh
Foward 18S -0.59 kcal/mol -4.64 kcal/mol -5.02 kcal/mol 48%
Reverse 18S -4.69 kcal/mol -3.61 kcal/mol 60%

7.1.2 Curvas de disociacion de oligonucleétidos.

En el presente estudio se utilizé el reactivo SYBR Green para medir la fluorescencia
durante la amplificacion por PCR. EI SYBR Green es un agente que se une al surco
menor del DNA de doble cadena; al intercalarse y ser excitado mediante una fuente
luminosa genera la sefal que es detectada por el sistema 6ptico incluido en el
equipo de gPCR (Guénin et al., 2009).

Debido a que este compuesto se une a cualquier DNA de doble cadena, puede dar
resultados de cuantificacion erréneos al unirse a dimeros de oligonucledtidos o
productos inespecificos que puedan generarse durante la reaccion. Por lo anterior,
es de gran importancia corroborar que solo existe un producto de amplificacion, ello
se logra realizando las curvas de disociacién de los oligonucleétidos (Huggett y
Bustin, 2011).
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El ensayo consiste en incrementar gradualmente la temperatura hasta los 95°C;
este incremento provoca que las cadenas de DNA se desnaturalicen gradualmente
con lo cual disminuye la intensidad de la fluorescencia; cuando se llega a la Tm del
amplicon la fluorescencia disminuye drasticamente debido a que la mitad del

producto de amplificacion se encuentra desnaturalizado (Huggett y Bustin, 2011).

La grafica generada es conocida como curva de disociacion, en ella se observa un
pico que corresponde a la Tm del amplicén; en el caso de que el reactivo SYBR
Green se una a un DNA de cadena sencilla inespecifico se forman varios picos en
la grafica. En la figura 12 se observa que las curvas de disociacién generadas con
los oligonucledtidos que amplifican NaTrxh y el rRNA 18S respectivamente,
presentan un solo pico por lo que no hay formacién de dimeros de oligonucleotidos
o productos inespecificos que pudieran interferir en la cuantificacion de la sefal de

fluorescencia.

A) NaTrxh B) rRNA 18S

Derivative Reporter (-Rin)
Derivative Reporter (-Rn)

650 700 750 80.0 85.0 0.0 950 650 700 750 20.0 850 900 950

Figura 12. Curvas de disociacién de oligonucledtidos para los genes A) NaTrxh y B) rRNA 18S
utilizadas en gqRT-PCR. En ambas curvas se utiliz6 como templado RNA de distintos tejidos de N.

alata Sc10Scho.
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7.1.3 Curvas de calibracion.

La amplificacion por gPCR sigue una cinética en donde se pueden distinguir cuatro
fases (Tevfik, 2006; Guénin et al., 2009):

e Linea base: Comprende toda la amplificacion que esta por debajo del nivel
de deteccion del equipo.

e Exponencial: Durante esta etapa todos los reactivos para la reaccién se
encuentran en abundancia, la eficiencia de la amplificacién es cercana al
100% y por lo tanto se puede registrar el cambio en la fluorescencia.

e Lineal: Los oligonucledtidos y la enzima comienzan a ser factores limitantes
por lo que la eficiencia de la amplificacion comienza a disminuir.

e Estacionaria: En esta fase se detiene la amplificacion y la cantidad de
producto obtenido es constante sin importar cuantos ciclos mas dure la
reaccion.

Durante una reaccién de qRT-PCR se va monitoreando la amplificacion por medio
de la fluorescencia y se grafica en un diagrama de amplificacion (Figura 13), en el
cual la linea base (baseline) comprende los ciclos iniciales en la PCR en donde el
cambio en la fluorescencia es minimo. Para llevar a cabo los ensayos de
cuantificacion se define el umbral de detecciéon (Threshold) donde todas las
muestras pueden ser comparadas entre si; el umbral se establece basandose en la
fluorescencia de fondo y equivale a 10 veces la desviacidén estandar de la media de
la emision de la linea base. El ciclo en el cual cada muestra llega al umbral de
deteccion se conoce como Cr que es inversamente proporcional a la cantidad del
transcrito y es el fundamento para calcular la cantidad de mRNA en la muestra; es
decir, a mayor concentracion del gen blanco menor C+. Las diferencias de un ciclo
en el valor Cr indican una diferencia del doble en la cantidad del gen blanco (Guénin
et al., 2009).
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Figura 13. Diagrama de amplificacién generado durante una reaccion de qPCR.

Se elaboraron las curvas de calibracién en las cuales se realizaron reacciones por
triplicado de diferentes concentraciones de RNA total templado; la curva comprende
4 puntos, el de mayor concentracion contiene 25ng de RNA y las diluciones fueron
realizadas 1:5 (v:v); en el diagrama de amplificacion se debe observar el cambio en

el Ctcon base en las diluciones.

En la figura 14 se muestra el diagrama de amplificacion obtenido para realizar la
curva de calibracion para NaTrxh utilizando como templado RNA de pistilo maduro
de N. alata Sci0Sco.

Los valores de Cr se grafican en funcién del logaritmo de la cantidad inicial del
transcrito para dar una curva estandar como la que se muestra en la figura 14B. La
pendiente de la recta indica la eficiencia de la amplificacion, siendo los valores
cercanos al -3.3 los mas 6ptimos. Para este estudio la pendiente obtenida fue de -

3.25 lo que es una eficiencia del 98.48%.
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Figura 14. Amplificacion de NaTrxh con diferentes concentraciones de RNA templado A) Diagrama
de amplificacion obtenido al realizar reacciones de gRT-PCR con diluciones seriadas de RNA
templado. B) Curva de calibracion generada graficando los valores Ct del diagrama de amplificacion
contra la cantidad de RNA templado. Cada punto muestra el resultado de tres réplicas técnicas.

7.1.4 El transcrito NaTrxh se acumula mayoritariamente en pistilos.

Para la cuantificacidn relativa de un gen blanco es necesario normalizar con una
referencia interna y comparar contra un gen que se exprese constitutivamente en
todas las muestras del experimento (Huggett et al., 2005; Guénin et al., 2009). En
el presente estudio se utilizé el rRNA 18S; para ello primero se evalué que su
cantidad fuera similar entre las muestras. Se utilizaron 5ng de RNA total de cada
tejido en cada reaccion. La variabilidad en la cantidad de un gen de referencia
representa un error acumulativo en la cuantificacion del gen de interés, es por ello
que las variaciones deben ser minimas de tal forma que, cambios alrededor de 1
ciclo no son los mas ideales, pero si son suficientes para poder cuantificar un gen
cuando la variacion entre las muestras es de alrededor de 2 ciclos (Huggett et al.,
2005).

El resultado de la cuantificacion del gen de referencia rRNA 78S se muestra en la

figura 15, en donde podemos observar que si existen variaciones en la cantidad del
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transcrito, sin embargo esta dentro del rango que nos permite utilizarlo como un gen
normalizador (1.2 y 0.8 ciclos para N. alata ScicScio como de N. rastroensis,
respectivamente). Cabe destacar que la deteccion se observé en todos los tejidos
desde ciclos muy tempranos siendo en promedio los ciclos 11.65y 8.2 para N. alata
Sc10Sc10 Y N. rastroensis, respectivamente. Lo anterior indica que el gen 78S tiene

alta expresion en todos los tejidos.

A B)

00001 00001
000001 000001

0,000001 0000001

2040 0 8 0 R WK B2 NX¥ 22 NY RN 2 048 6 0 10 1”2 WK B2 XNX B2Y2 UMWY R
Ciclo Ciclo

Figura 15. Diagrama de amplificacién del rRNA 18S en todos los ocho tejidos evaluados de A) N.
alata Sc10Sc1o0y B) N. rastroensis.

La cuantificacion relativa del transcrito de NaTrxh se llevéd a cabo por el método de
20CT o Cr comparativo (Livak y Schmittgen, 2001); en este método es necesario
obtener los valores Cr para el gen blanco en cada muestra y utiliza las siguientes

formulas:
ACT = CT(NaTrxh tejido especifico) — CT(lSS)
AACT= CT(NaTrxh tejido especifico) = ACT(NaTrxh tejido calibrador)

2 -AACT
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Los resultados de triplicados biolégicos de la cuantificacion relativa del mensajero
de NaTrxh respecto al rRNA 18S, para N. alata Sc10Sc1o y N. rastroensis se muestran

en la figura 16.
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Figura 16. Expresion relativa de NaTrxh en ocho tejidos de A) N. alata Sc10Sc10 B) y N. rastroensis.
Las graficas muestran que la mayor acumulacion del transcrito de NaTrxh es en pistilo en etapas
inmaduras. n=3
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Los resultados de la cuantificacion relativa, muestran la presencia del transcrito de
NaTrxh en los 8 tejidos evaluados, sin embargo hay diferencias en la cantidad del
transcrito. Como podemos observar en la figura 16 el tejido donde se encuentra
mayoritariamente representado el RNAm de NaTrxh es en el pistilo,
especificamente en una etapa inmadura con un decremento en la etapa madura
(flor abierta).

En el caso de N. alata, las diferencias son mas evidentes, ya que el pistilo inmaduro
cuenta con 10 veces mas del transcrito que en la etapa madura y 12 veces mas que

la antera que es el tejido donde se encuentra la menor cantidad. Asimismo, en
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tejidos como sépalo, tallo y hoja, también hay cantidades muy bajas del transcrito

de NaTrxh; mientras que en pétalo hay una abundancia.

Juarez-Diaz et al. (2006) reportaron que a nivel de proteina, NaTrxh esta presente
en muchos tejidos en la planta; sin embargo, su abundancia difiere de un tejido
respecto a otro. En concordancia con lo anterior, la cantidad de la proteina es
proporcional a la del transcrito en cada tejido evaluado, por ello podriamos inferir
que las diferencias en la cantidad de proteina entre tejidos podrian deberse a una
regulacion a nivel transcripcional. Asi, tejidos como la antera con poca cantidad de
proteina tendran un bajo nivel de transcripcidn, contrario a lo que ocurre en tejidos
con mayor cantidad del transcrito en donde también se encuentra abundantemente

la proteina.

7.1.5 El transcrito NaTrxh se acumula mayoritariamente en especies Al.

Se evaluo la cantidad relativa del transcrito de NaTrxh en pistilos de las siguientes
especies Al N. alata Sc10Sc1o, N. rastroensis 'y N. bonarensis; y de las especies AC
N. benthamiana, N. tabacum, N. longiflora, N. plumbaginifoliay N. alata BT. De igual

manera, el analisis se efectud por el método del C+ comparativo.

Los resultados se muestran en la figura 17, donde observamos que 2 de las 3
especies AC evaluadas (N. plumbaginifolia y N. benthamiana) muestran el menor
nivel relativo de expresion, contrario a lo obtenido para 2 de las 3 especies Al
evaluadas (N. rastroensis y N. alata Sc10Sc10), en donde hay mayor cantidad relativa

del transcrito de NaTrxh.

Por otro lado, las especies AC* (con entorno genético de Al, pero que carecen de
S-RNasa) muestran niveles intermedios de expresién. Particularmente, la especie
N. alata BT presenta niveles mayores similares a los de N. alata Sc10Sc1o; este
hecho podria indicar que la expresion de NaTrxh se ve influenciada por algun

componente que esta presente en ambos tipos de especies.
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Figura 17. Expresion relativa de NaTrxh en pistilos de especies autocompatibles (AC),
autoincompatibles (Al) y autocompatibles por carecer de la S-RNasa (AC*). n=3

Las diferencias en la cantidad del transcrito de NaTrxh en pistilo se esperaban dado
que este criterio se utilizé para considerar a NaTrxh como un GM, ya que se
encontré mayoritariamente expresado en una especie Al (N. alata BT) respecto a
una AC (N. plumbaginifolia) (Juarez-Diaz et al., 2006).

Los resultados de la cuantificacién por gqRT-PCR nos indican que no solo N. alata
tiene altos niveles del transcrito en comparacion con las especies AC, sino que hay
otras especies Al que también tienen esta caracteristica e incluso presentan mayor
nivel de expresion que N. alata. Sin embargo, hace falta tener un mayor numero de

réplicas para poder realizar un mejor analisis estadistico.

7.2 Existen al menos dos copias del gen NaTrxh.

La secuencia de NaTrxh disponible que fue publicada por Juarez-Diaz et al. (2006)
proviene de cDNA de N. alata. Al realizar una amplificacion utilizando los

oligonucledtidos que reconocen los extremos del transcrito, pero tomando como
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templado DNA gendmico de N. alata Sci0Scio 0 de N. rastroensis, amplificaron dos
productos de distinto tamafo, de 500pb y 700pb aproximadamente en ambas

especies (Figura 18).

Al encontrar lo anterior, se realizd la amplificacion por PCR de NaTrxh a partir de
DNA gendmico de otras especies AC (N. benthamiana, N. tabacum 'y N. sylvestris)
para determinar si las dos copias del gen estan presentes en especies AC y Al. En
la figura 19 se muestra que en todas las especies, excepto en N. benthamiana, hay
amplificacion de las dos copias de NaTrxh en gDNA, aunque solo se logra amplificar

un transcrito para todas las especies.

N. alata N. rastroensis
pb H20 + cDNA gDNA cDNA gDNA
!

Figura 18. Amplificacion de NaTrxh de gDNA y cDNA de N. alata Sc10Sc10 y N. rastroensis. Control
positivo (+).

B)

A)

N. tabacum
N. rastroensis
N. tabacum
N. rastroensis
N. benthamiana
N. alata
N. sylestris

H20

pb

“ N. benthamiana
N. alata
| N. sylestris

Figura 19. Amplificacion de NaTrxh de N. alata Sc10Sc10, N. rastroensis, N. tabacum, N. sylvestris y

N. benthamiana a partir de A) gDNA y B) cDNA.
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Los productos de amplificacion con los oligonucleotidos para el gen NaTrxh de todas
las especies evaluadas fueron clonados y secuenciados. La longitud de los genes
es de 688pb y 460pb en N. alata Sc10Sc1o, N. tabacum, N. rastroensis 'y N. sylvestris.
Cabe senalar que en el caso particular de N. benthamiana solo se logro la
amplificacion del gen de 460 pb; sin embargo, de acuerdo a la base de datos Sol

Genomics Network (https://solgenomics.net/), en donde esta ensamblado el

genoma completo de esta especie, se encuentran reportados adicionalmente dos
genes de 673pb y 691pb, respectivamente. En esta base de datos también se

corroboraron las secuencias de los genes de N. tabacumy N. sylvestris.

Con las secuencias obtenidas se realizé un alineamiento multiple con el programa
CLUSTALW2 (EMBL-EBI). Los resultados muestran que existe un alto grado de
similitud entre las secuencias de cada copia del gen de todas las especies (entre 93
y 99%, ver figura 21 A). Al compararlas con la secuencia proveniente del cDNA de
NaTrxh de N. rastroensis se pone en evidencia que las diferencias en el tamafio de
los dos genes se deben a la presencia de dos intrones de 85pb y 141pb,

respectivamente (Figura 20.A).

Los intrones son regiones no codificantes que estan dentro de un gen y son muy
comunes en células eucariontes. El numero y tamafio de estas secuencias es muy
variable. La expresidon de muchos genes requiere de la eliminacién de los intrones

en el mMRNA precursor por el proceso de splicing (Brown, 1986).

Los intrones de mRNA nucleares poseen tres secuencias que son importantes para
su procesamiento, los sitios de corte y empalme en los extremos 5y 3" y el punto
de ramificacidon que es una adenina (Figura 20.B). En el proceso de splicing, el sitio
de corte y empalme del extremo 5 se escinde primero y se une por medio de una
guanina a la adenina del punto de ramificacion. Esto implica que el intron se repliega
sobre si mismo para generar una estructura denominada lazo. Luego ocurre un
rompimiento del enlace fosfodiéster en el sitio de corte y empalme 3" y
simultaneamente los extremos de los exones adyacentes se unen covalentemente.
El intron es liberado y se lineariza cuando el enlace se rompe en el punto de

ramificacion y es degradado rapidamente por nucleasas (Zhiguo et al., 2013).
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Figura 20. Secuencia del gen NaTrxh y estructura de un intrén. A) Alineamiento multiple de NaTrxh
de diferentes especies del género Nicotiana. Todas las especies evaluadas, excepto N.
benthamiana, presentan dos copias del gen de 460 y 688pb, respectivamente, una de ellas con dos
intrones. En azul se indican las regiones conservadas. Se indican los sitios de corte y empalme para
los dos intrones de NaTrxh y los posibles sitios de ramificacion (remarcados en rojo, la A del punto

de ramificacién esta remarcada en amarillo).
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Figura 20. Continuacién. B) Estructura de un intron mostrando las secuencias consenso para genes
de plantas. En la parte inferior se muestran las secuencias de los sitios de corte y empalme de los

intrones 1y 2 de NaTrxh. M = Citosina o Adenina, R = Purina, Y = Pirimidina.

En plantas, los sitios de corte y empalme 5" y 3'de los intrones poseen las
secuencias consenso 5 MAG/GTAAGT 3’y 5 TGCAG/G 3’, respectivamente, y la
secuencia que rodea al punto de ramificacion es CTRAY, que generalmente se situa

entre 18 y 40 nucledtidos del extremo 3°del intrén (Brown, 1986).

Los sitios de corte y empalme del primer intron de NaTrxh tienen las secuencias 5’
CTG/GTAAGT 3’y 5" RCCAG/G 37, lo cual coincide con el consenso con diferencias
en algunos nucledtidos; en cambio el segundo intron presenta mayor variabilidad en
la secuencia respecto al consenso. Cabe senalar que en ambos intrones es posible
predecir un punto de ramificacién localizado a 26 y 47 nucledétidos de distancia hacia

el extremo 3, respectivamente (Figura 20.B).

Se sabe que los intrones evolucionan mas rapidamente que los exones debido a la
falta de presion selectiva; ademas no importa si se eliminan o adicionan nucleoétidos,
ya que carecen de un marco de lectura abierto porque al ser eliminados se conserva
el marco de lectura intacto del mRNA (Yenerall y Zhou, 2012). En NaTrxh los
intrones estan muy conservados, esto sugiere que su aparicion podria ser reciente;

siendo el segundo intron el que presenta mayor variacion.

Se calculd el porcentaje de identidad tomando en cuenta la copia de NaTrxh que

contiene intrones. Los resultados son mostrados en la figura 21.A. Con base en la
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filogenia del género Nicotiana con un acercamiento a la seccion Alate (Chase et al.,
2003; Lim et al., 2006) que incluye a algunas de las especies analizadas en el
presente estudio (Figura 21.B), se observa que la especie mas alejada, que incluso
no esta dentro de la seccion Alatae es N. benthamiana; notablemente, es también
la especie en que la secuencia de NaTrxh ha sufrido mas mutaciones. Por otra
parte, las secuencias de NaTrxh gDNA de N. tabacum 'y N. sylvestris presentan el
porcentaje de identidad mas alto (99.85%) y con base en la filogenia, éstas son

especies muy cercanas.

A) Solanum tuberosum
N. benthamiana
N. tabacum

Matriz de porcentaje de identidad N. sylvestris

N. alata

N. alata 100

N. rastroensis 89.42 100 Crien N. langsdorfi

N. tabacum 9767 997 100 ) N. rastroensis

N. sylvestris 97.53 9782 9985 100 N. mutabilis

N. benthamiana_673ph  92.87 9316 9346 9331 100 N. forgetiana

N, benthamiana_691pb  97.24 97.24 9095 9680 9302 100
N. bonariensis

N. plumbaginifolia

N. longiflora

Figura 21. Porcentaje de identidad de NaTrxh de distintas especies de Nicotiana y sus relaciones
filogenéticas. A) Matriz de porcentaje de identidad calculada para NaTrxh que contiene intrones en
el programa CLUSTALW. B) Filogenia del género Nicotiana en base rDNA 5S y DNA de cloroplasto
que incluye a la seccion Alatae y otras especies analizadas en el presente estudio (Modificada de
Chase et al., 2003; Lim et al., 2006).
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7.3 El transcrito de NaTrxh es producto de la transcripcion del gen sin

intrones.

Las distintas versiones de NaTrxh pueden existir debido a un evento de duplicacion
geénica después del cual se fueron acumulando independientemente mutaciones en
las secuencias. La presencia de ambas copias en varias especies sugiere que las
dos estuvieron en el ancestro, por lo que el evento de duplicacion posiblemente

ocurrié antes de la diversificacion de estas especies.

N. benthamiana es la unica de las especies evaluadas que posee tres copias del
gen, una de las cuales corresponde a la de 460pb. Las dos copias restantes
contienen inserciones o deleciones en los intrones, ello indicaria que ocurrié un

segundo evento de duplicacion en esta especie.

Las duplicaciones génicas son consideradas como la principal causa de generacion
de proteinas nuevas. En un inicio, la duplicacion produce dos proteinas con
funciones redundantes; sin embargo, la acumulacion de mutaciones conduce a su
divergencia (Hurles, 2004). En el caso de NaTrxh observamos que solo uno de los
productos de la duplicacion se expresa y el otro no. Por lo tanto, este ultimo pudo

haberse convertido en un pseudogen.

Los intrones presentes en la copia de 688pb pudieron ser adquiridos después de la
duplicacién génica o bien ser eliminados para dar lugar a la copia que no los posee.
En general, se considera que cuando existen formas alternas de un gen con y sin
intrones, lo cual se da mucho en los tRNAs, los intrones debieron ser adquiridos por
el gen continuo ya que es poco probable que evolutivamente se hayan reunido

varias regiones de un gen para generar un producto funcional (Blake, 1985).

La presencia de intrones en un gen puede tener varios significados por ejemplo
regular la expresion génica o promover la ediciéon del mMRNA (Hervé et al., 2003;
Yenerall y Zhou, 2012).

Con el objetivo de conocer cual copia de NaTrxh presente en el genoma de cada

especie se transcribe y da lugar al mRNA, se realizd un alineamiento entre la
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secuencia de cDNA y las secuencias de gDNA de cada especie, cabe sefalar que
se removieron los intrones de la copia de mayor tamafo para realizar la

comparacion (Figura 22).

A
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Figura 22. Alineamiento multiple entre la secuencia del transcrito NaTrxh y los productos de

amplificacion de gDNA de A) N. rastroensis, B) N. sylvestris.
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Figura 22. Continuacion. C) N. tabacum y D) N. benthamiana.

En N. rastroensis se puede observar que el transcrito proviene del gen de 460pb ya

que las secuencias son completamente idénticas, por el contrario, aun removiendo
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los intrones de la copia de 688pb, existen mutaciones respecto a la secuencia del
transcrito. El mismo patron es observado en N. tabacum pero no en N. sylvestris,
donde no es posible distinguir la procedencia del transcrito ya que las tres
secuencias son idénticas (Figura 22). Sin embargo, es probable que el transcrito
provenga del gen que no tiene intrones de manera similar a lo que ocurre en N.

rastroensis y N. tabacum.

En el caso de N. benthamiana, existen tres copias del gen y la base de datos Sol
Genomics Network reporta la presencia de dos transcritos para NaTrxh de 460 y
445 nucledtidos, respectivamente. De acuerdo al alineamiento realizado entre las 5
secuencias podemos observar que el transcrito de 445 nucledtidos proviene del gen
de 673pb; sin embargo, en el transcrito de 460 nucleétidos no es posible distinguir

cual gen lo origina.

Se han reportado muchos ejemplos donde los intrones en un gen funcionan como
enhancers o represores regulando asi la expresion génica o también pueden
promover la edicion del mMRNA (Lee et al., 2003). En el caso de NaTrxh, el gen que
posee dos intrones no se expresa, aqui la presencia de intrones podria participar
como un regulador negativo; no obstante, esta observacion no se puede aseverar,
ya que aun se desconoce otros elementos regulatorios de NaTrxh en su promotor o

el estado de su cromatina.

Uno de los transcritos de NaTrxh de N. benthamiana proviene de un gen de 673pb,
en este caso el gen contiene dos intrones. El segundo intron del gen contiene varias
deleciones y sustituciones en comparacion con el de las demas especies; es posible

que estas mutaciones en la secuencia nucleotidica contribuyan a su expresion.

7.4 Hay modificacién del transcrito de NaTrxh en pistilo de N. alata.

Todas las secuencias del transcrito de NaTrxh evaluadas en el presente estudio
provienen de pistilo, dado que es muy abundante en dicho tejido y ademas es el

sitio en donde se cree que la proteina puede tener una funcion, particularmente en
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el mecanismo de Al. El caso de la especie N. alata revel6 un dato de gran interés,
ya que al realizar el alineamiento entre cDNA y las dos copias de NaTrxh de gDNA
podemos observar que el transcrito carece de una citosina en la posicion 426 que
si existe en ambas copias del gen (Figura 23). Este hecho podria indicar que en el
mensajero producido en los pistlos de N. alata es modificado

postranscripcionalmente por delecién de un nucledtido.
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Figura 23. Alineamiento multiple entre la secuencia del transcrito NaTrxh y los productos de
amplificacion a partir de gDNA de N. alata SC10SC10. En amarillo esta sefialada la C que podria ser

eliminada del transcrito.

7.5 Las diferencias en la secuencia del transcrito de NaTrxh reflejan

mutaciones a nivel de proteina.

Al realizar el alineamiento multiple entre las secuencias del transcrito de NaTrxh de

las especies evaluadas se observd que la modificacién por delecion de una C
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unicamente se lleva a cabo en el pistilos de N. alata (Figura 24). En las demas
especies hay un marco de lectura diferente a partir de este nucleétido lo que cambia
el marco de lectura repercutiendo en la secuencia de aminoacidos en el extremo C-

terminal.
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Figura 24. Alineamiento multiple entre las secuencias del transcrito de NaTrxh de distintas especies

del género Nicotiana. En rojo se muestra la C que podria ser eliminada del transcrito de N. alata.
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Para establecer las diferencias a nivel de la estructura primaria de la proteina
NaTrxh en las especies evaluadas y para observar que efecto tiene el corrimiento
del marco de lectura provocado por la delecion de la C, se tradujeron las secuencias

nucleotidicas del transcrito y se compararon mediante un alineamiento multiple.

El analisis mostro arrojo que en N. rastroensis, N. tabacum y N. plumbaginifolia la
proteina tiene exactamente la misma secuencia y en N. sylvestris, N. longiflora'y N.
benthamiana solo hay diferencias en 1 o0 2 aminoacidos; ninguna de las secuencias

muestra afectaciones en el sitio activo (Figura 25.A).
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A Dominio N Sitio activo

0 il ] 4 f f 1 ] 0 1'w 1|10 0

Aata/M52 "
Rastoengiy/1142 "
Tahaoun/ 1142 o
Plnhayinlaft 42 o
Lonyo/t142 o
Slhestiy 02 o
Benthawiana 131 "
Benthawiana 1142 DELS 131
1143 1|50
Aata/M152 1 SHYRTKFHVO p
Ractoensiyt142 132 CRHREAPKEAR .. %
Tabaeww/ 40 13 DRHREARKERR . - - @
Plnhayinelaft42 132 EKAREARKERR .- - - i
Longihoa/t42 132 RKHREARKERR . - "
Shetiat42 1% DKHREARKEAR.- .. @
Benthawiana 1137 127 CKHREARKRAR . - "
Benthawiana /1142 13 EKHREARKEAR - «
N
Dominio C-terminal
B

mANAN. alata 5 GAAGCUCCUAAAUUUGCUGCUAGUAAUUAUCGAACUAAAUUUCAUGUCCAAUAAY

EAPKFAASNYRTKFEHV QStp

mRNAN. rostroensis 5’ GAAGCUCCUARAUUUGCUGCCUAGUAAUUAUCGAACUARAUUUCAUGUCCAATAAY

EAPK F A A Stop

Figura 25. Las diferencias en el transcrito de NaTrxh reflejan diferencias en el C-terminal de la
proteina. A) Alineamiento multiple entre las secuencias de NaTrxh de distintas especies del género
Nicotiana. En la secuencia se muestra la conservacion del dominio de transporte Nf (verde) y del
sitio activo (amarillo), también se muestran los aminoacidos que corresponden al dominio C-terminal
(rojo). B) El nucledtido C que esta ausente en el transcrito de N. alata provoca un corrimiento de
marco de lectura eliminando un codoén de término y extendiéndose la sintesis de 10 aminoacidos
mas. En especies como N. rastroensis el triplete inmediato a la C (rojo) codifica para un codén de
término.

Es importante recordar que en N. benthamiana existen dos transcritos, uno de ellos
es de 445 nucledtidos que generaria una proteina con 5 aminoacidos eliminados

(V89-S93). Se desconoce la funcion de estos aminoacidos en NaTrxh, pero estan
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conservados en varias tiorredoxinas vegetales. Tampoco se ha comprobado si los

dos transcritos de NaTrxh en N. benthamiana se traducen.

Una observaciéon importante es que el tamafio de la proteina es de 142 residuos,
excepto la de N. alata que posee 10 aminoacidos mas hacia el C-terminal. Esta
diferencia es generada por el cambio en el marco de lectura que provoca la C que
es removida del transcrito. En las demas especies, el triplete inmediato al que

contiene la C codifica para un coddn de término (Figura 25.B).

La ausencia de estos 10 residuos es de gran interés, ya que previamente se
demostré que en N. alata forman parte de un dominio de union a la S-RNasa. Este
dominio C-terminal inicia en el aminoacido Glu136 y es de 17 aminoacidos (Avila-
Castafeda et al., 2014). Sin embargo, de acuerdo a los datos obtenidos en el
presente estudio, en las demas especies del género Nicotiana solo hay 7
aminoacidos de este dominio (Figura 25.B), por lo que queda pendiente determinar
si estos 7 aminoacidos son suficientes para formar el complejo con la S-RNasa. De
ser asi, estos aminoacidos serian la regidon minima indispensable para la interaccion

con la S-RNasa.

Por otro lado, si la modificacién en el mensajero de NaTrxh en N. alata se lleva a
cabo para codificar una proteina que pueda interaccionar mas facilmente con la S-
RNasa, es posible que esta modificacién unicamente se lleve a cabo en el pistilo, y
en aquellos tejidos donde no hay S-RNasa puede ser que el mensajero no se edite
y la proteina que se detecta carezca del dominio C-terminal. Para resolver esto sera
necesario clonar y secuenciar los transcritos de NaTrxh provenientes de otros

tejidos.

7.6 El efecto de la reduccién de la S-RNasa por NaTrxh.
7.6.1 La S-RNasa es una proteina blanco de la reducciéon de NaTrxh.

La S-RNasa puede interaccionar con otras proteinas estilares como NaTTS,
NaPELPIIl y p11 (Cruz-Garcia et al., 2005). Juarez-Diaz et al. (2006) demostraron
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que también existe interaccion entre la S-RNasa y la NaTrxh, aunque aun se
desconoce el porqué de esta interaccion; ademas la NaTrxh es capaz de reducir a

la S-RNasa in vitro.

El sistema de electroforesis en dos dimensiones descrito por Yano et al. (2001) se

utilizé para corroborar la reduccidn de la Sa>-RNasa de N. alata por NaTrxh.

SA2-RNasa

Anti-SA2

Sin reducir

NaTrxh
+ NTR
+ NADPH

DTT

NaTrxh
+ NTR
(-NADPH)

Figura 26. Electroforesis de dos dimensiones de la Sa2-RNasa sin reducir y reducida con
NaTrxh/NTR/NADPH, DTT o NaTrxh/NTR. La unién del mBBr a los sulfhidrilos de la S-RNasa se
visualizé bajo luz UV. En la columna del lado derecho se muestra el inmunoanalisis por Western Blot

utilizando un anticuerpo Anti Sa2-RNasa.

Como se puede observar en la figura 26 existen algunos grupos sulfhidrilos basales
en la S-RNasa que se evidencian por la fluorescencia; de hecho, se ha reportado
que las S-RNasas contienen 9 Cys, de las cuales 8 se encuentran formando 4

puentes disulfuro y hay una Cys libre (Oxley y Bacic, 1996), a esta ultima se puede




unir el mBBr (Monobromobimano). Especificamente, la Sa>-RNasa evaluada en este

estudio contiene las 9 Cys.

Cuando la Sa>-RNasa es reducida por el DTT, la sefial de la fluorescencia aumenta
significativamente respecto al control negativo, lo que se puede deber a la ruptura
de todos los enlaces disulfuro expuestos de la S-RNasa, quizas los 4 puentes sean
reducidos por el DTT. Sin embargo, cuando la reduccion es llevada a cabo por el
sistema NaTrxh/NTR/NADPH, la intensidad de la fluorescencia es menor, lo cual
indica que la Sa>-RNasa es un sustrato de la NaTrxh pero la reduccién no se da en
todos los disulfuros como ocurre con el DTT, ello indica que no todos los puentes
de la S-RNasa son blanco de la reduccion por NaTrxh, aunque con estos resultados

no se puede deducir cuantos y cuales enlaces son los que rompe NaTrxh.

7.6.2 NaTrxh aumenta la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa.

En la actualidad se desconocia si el efecto en la reduccion de la S-RNasa por
NaTrxh afectaba su actividad de ribonucleasa o su capacidad de generar complejos
con otras proteinas; cualquiera de los dos efectos mencionados podria tener un

significado en la respuesta de Al.

Con el objetivo de conocer si la reduccion especifica de la S-RNasa por NaTrxh
tiene un efecto sobre su actividad de ribonucleasa se realizé un ensayo para evaluar

la degradacion de RNA.

Antes de cuantificar la actividad de la S-RNasa se establecio el protocolo con una
RNasa comercial (RNasa A, SIGMA). El ensayo se realizé por duplicado con RNasa
A sin reducir y reducida con DTT, con el que se espera que la actividad de la enzima

disminuya por su desnaturalizacion.

La actividad de ribonucleasa se evalua después de 30min. Luego de este tiempo el
RNA no degradado se precipita para cuantificar por A260 nm los ribonucleétidos
libres producto de la degradacion en el sobrenadante. La actividad es calculada de

acuerdo a la siguiente ecuacién:
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Actividad = A260/mI*min*mg

Los resultados de la figura 27 indican que la RNasa A disminuye ligeramente su
actividad después de ser reducida por el DTT. Lo anterior quizas se explique porque
la enzima no se desnaturaliza completamente debido a que el DTT no rompe todos
los puentes disulfuro y por ello, aun después de la reduccion no se ve afectada la
estructura o el sitio activo de la enzima, de tal manera que aun puede degradar gran
cantidad de RNA.

200
180

160 t
[eT0]
£ 140 -
*
< 120
S
*_ 100
£
S 80
o
f 60

40

20

0
Sin RNasa RNasaA RNasaA + DTT

Figura 27. Degradacion de RNA por la RNasa A.

La reduccion de la Sa>-RNasa con NaTrxh se realizd bajo el sistema completo
NaTrxh/NTR/NADPH. Como control negativo de la reduccioén se utilizé a NaTrxh en
el sistema pero sin NADPH, en dicho sistema no podra haber reduccion del sustrato
porque el NADPH es quien dona los electrones para la reacciéon. Por otra parte,
también se evalud a la Sa.-RNasa sin reducir y reducida con DTT. Los resultados

de actividad de ribonucleasa se muestran en la figura 28.
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SA2-RNasa
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Sin reducir NaTrxh/NTR/NADPH NaTrxh/NTR (-NADPH)

(A260/mI*min*mg)

Figura 28. Actividad de ribonucleasa de la Sa>-RNasa sometida a distintas condiciones reductoras.
Nétese que solo al ser reducida con el sistema completo NaTrxh/NTR/NADPH su actividad se ve
aumentada significativamente. Cada barra representa 6 réplicas experimentales.

Como se observa en la figura 28 la Sa.-RNasa tiene una actividad basal que solo al
ser reducida con NaTrxh puede aumentar considerablemente, lo cual significa que
NaTrxh ademas de que reduce a la Sa>-RNasa, la reduccion tiene un efecto sobre
su actividad de ribonucleasa; es posible que la ruptura de algunos puentes disulfuro
especificos de la Sa>-RNasa le ayude a adoptar una conformacién mas favorable en
la cual se pueda unir mejor a su sustrato (RNA) para realizar la catalisis. Para
asegurar que esta actividad se debe en realidad a la reduccidén por NaTrxh, se
empled un control en donde se traté a la Sa.-RNasa con NaTrxh/NTR sin NADPH,
quien es el donador inicial de los electrones para la reduccion y observamos que la

actividad de la Sa,-RNasa no aumenté como con la presencia del NADPH.

Al ser reducida con DTT, la actividad de la Sa-RNasa disminuyo
considerablemente, ya que posiblemente este agente reductor rompe todos los
puentes disulfuro de la Sa>-RNasa o al menos la deja en un estado casi totalmente

reducido en el cual la proteina pierda su actividad por desnaturalizacién.
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8. Discusion.
8.1 NaTrxh se expresa mayoritariamente en pistilos de especies Al.

En la busqueda de genes modificadores (GM) que estan involucrados en el
mecanismo de Al, un criterio importante a considerar es su expresion especifica en

los 6rganos sexuales (McClure, 2004).

La cantidad relativa del transcrito de NaTrxh se midié por medio de gRT-PCR. Los
resultados mostraron que el transcrito esta presente en todos los tejidos evaluados
pero su presencia es mayor en el pistilo, lo cual era de esperarse debido a que el

analisis a nivel de proteina mostré un patrén similar (Juarez-Diaz et al., 2006).

No es raro encontrar la expresidén de la NaTrxh en distintas partes de la planta, ya
que dicha localizacion puede depender de sus sustratos, es decir, es posible que
existan proteinas blanco de su accién reductora en distintos érganos en la planta.
Llama la atencion su mayor expresion en el érgano reproductor femenino, lo que
coincide con la expresion de otras proteinas que estan involucradas en el
mecanismo de auto-incompatibilidad como HT-B, 120K y NaStEP, (McClure et al.,
1999; Hancock et al., 2005; Jiménez-Duran et al., 2013).

Dados los antecedentes de su interaccion especifica con la S-RNasa y su capacidad
de reducirla in vitro, se puede proponer a NaTrxh como un GM del pistilo en
Nicotiana. Para comprobarlo quedan varios estudios por realizar como la
generacion de plantas transgénicas en las que NaTrxh se encuentre silenciado y

donde se espera que haya un efecto en el rechazo del polen.

Cabe destacar que tanto el transcrito como la proteina estdn mayoritariamente
representados en etapas tempranas del pistilo y existe un decremento en la etapa
madura, cuando se esta llevando a cabo el rechazo del polen. La localizacién
espacio-temporal de NaTrxh podria indicar que es en ese sitio en el que lleva a cabo
sus funciones. Su expresion en la etapa madura coincide con nuestra hipotesis de

que participa en el mecanismo del rechazo del polen; sin embargo su acumulacién
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es mayor en la etapa inmadura de los pistilos, ello indica que podria desempenar

otras funciones, por ejemplo, en el desarrollo de este érgano.

Tanto en N. alata como en N. rastroensis el nivel de transcrito de NaTrxh es similar
en los tejidos evaluados, mostrando que en estas dos especies de Nicotiana Al se
mantiene el patron de acumulacion del transcrito y esto también podria conservarse

en otras especies Al.

Adicionalmente, se compard la cantidad del transcrito de NaTrxh en pistilos de
especies Al y AC. Los resultados mostraron que hay mayor presencia en especies
con entorno genético de Al. Las especies como N. longiflora'y N. alata BT carecen
de S-RNasa, por lo que no son capaces de rechazar el polen propio; sin embargo,
si poseen los demas componentes de la via y es interesante destacar que los
niveles del transcrito de NaTrxh en estas dos especies es superior al de las demas

plantas AC.

En 2006 Juarez-Diaz realiz6 ensayos tipo Western blot y observd que la cantidad
de la NaTrxh es mayor en pistilos de plantas Al, lo cual correlaciona con los
resultados de expresion; sin embargo, en algunas plantas AC (N. plumbaginifolia y
N. tabacum) no hubo deteccion de la proteina pero si del transcrito, ello podria
indicar que existe una regulacion postranscripcional de NaTrxh en estas plantas AC,

de tal manera que no hay sintesis de la proteina.

La abundancia tanto del transcrito como de la proteina NaTrxh en plantas con
entorno genético de Al es una evidencia mas de que la proteina podria tener una

funcién importante en dicho mecanismo.

8.2 EIl transcrito de NaTrxh en N. alata es modificado por delecion de una

citosina.

La comparacion del transcrito de NaTrxh de las especies evaluadas reveld que en
N. alata puede estar ocurriendo la delecion de un nucleétido. En los eucariontes se

reportan diversos ejemplos de edicion de RNA, el cual es un proceso que se define
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como una alteracion especifica en una secuencia de RNA y que modifica la
informacion genética (Emeson, 2000). La edicion del RNA se ha descrito en diversos
organismos y en distintos compartimentos celulares, y puede afectar el mRNA,
tRNA o rRNA (Tekenaka et al., 2013; Shikanai, 2014).

En la mayoria de los casos, los aminoacidos que son alterados debido a la edicion
del RNA son necesarios para la expresion de proteinas funcionales. La informacién
genética se puede alterar por medio de la creacién de codones de inicio o de
término, o bien cambiando aminoacidos especificos. Todo lo anterior permite la
generacion de proteinas distintas a las codificadas en el DNA gendémico (Shikanai,
2014). Cabe sefnalar que el mecanismo de edicion del mRNA puede ser un proceso

cotranscripcional o postranscripcional (Takenaka et al., 2013).

En angiospermas se ha reportado un tipo de edicion de RNA que involucra la
desaminacion del nucledtido C a U y se lleva a cabo en mitocondria y cloroplasto,
aunque las proteinas involucradas en el procesos son codificadas en el genoma
nuclear (Gott y Emeson, 2000; Takenaka et al., 2013).

El mecanismo por el cual se da la edicion del RNA en plantas aun no esta bien
establecido. Se sabe de la presencia de dos proteinas que son esenciales para el
mecanismo; una de ellas es una PPR (Pentatricopeptide Repeat Protein) la cual
posee una estructura modular de repeticiones que se propone estan en contacto
con los nucledétidos del RNA rio arriba del sitio de edicidén, también posee un dominio
E de funcion desconocida y un dominio DYW hacia el C-terminal, el cual lleva su
nombre por 3 aminoacidos conservados (Aspartico, Tirosina y Triptofano), que son
importantes para la actividad de desaminasa (Okuda et al., 2006). La segunda
proteina necesaria para la edicion del RNA en plantas es MORF (Organellar RNA
Editing Factor) cuya funcion es aun desconocida pero que puede interaccionar con
PPR (Takenaka et al., 2012).

Con las evidencias anteriores, se ha propuesto un modelo de editosoma donde
participan PPR y MORF en la desaminacion de C a U (Takenaka et al., 2013); en
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este modelo MORF participa como un conector entre PPR y el RNA, y el dominio

DYW es quien realiza la conversion de la C (Figura 29.A).

En el presente estudio se propone que la modificacion del transcrito de NaTrxh
consiste en la eliminacién de una C; sin embargo, a la fecha no se tienen reportes

de que ocurra este tipo de modificacién en el mRNA de plantas.

La insercion o delecion de nucledtidos en el mMRNA se ha reportado en protozoarios,
hongos, nematodos y virus de RNA. Especificamente, ocurre la insercién o delecién
de U que es dirigida por un RNA guia (gRNA). No hay una secuencia consenso en
el sitio donde se llevara a cabo la modificacidn; sin embargo, se ha visto que las
secuencias ricas en purinas localizadas rio arriba del sitio de modificacion
contribuyen a la estabilidad del complejo proteico que participa en el proceso (Gott
y Emeson, 2000).

A) éCitosina
MORF desaminasa?
-

> Dominio E Dominio DYW
Repeticiones PPR
B) R Corte
Duplex gRNA-mRNA endonucleotidico
. . o™
5---- ) U U - - 3 T I L —— O
3"- . -5 — - 3'-%_ = -5
;\ / ; .
RS
Delecién de U
umMpP
5. ]---- 3

Figura 29. Mecanismos de edicién de mRNA. A) Modelo de editosoma en plantas. Una proteina
PPR se une a una combinacién especifica de nucleétidos en el RNA; una o multiples proteinas
MOREF interactian con PPR y atraen la actividad enzimatica. La actividad de desaminasa puede ser
otorgada por el dominio DYW de la misma PPR o de un factor en trans. Modificado de Takenaka et
al., 2012. B) Eliminacion de U por medio de gRNA. Primero se genera un duplex gRNA-mRNA por
medio de los nucleétidos complementarios, que es reconocido por una endonucleasa que corta el
mRNA dejando expuesto el 3' OH del U a ser eliminado; el o los U son removidos por una

exonucleasa que corta en su extremo 5°, por ultimo una ligasa une los dos fragmentos del mRNA.
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El gRNA es complementario a algunas zonas del mMRNA y posee una cola de poliU
para estabilizar el complejo. Aquellas zonas del mMRNA que no se aparean con el
gRNA son reconocidas por la maquinaria de edicion, que en caso de eliminacion de
U incluye una endonucleasa, una exonucleasa U-especifica y una ligasa. El

mecanismo es esquematizado en la figura 29.B.

La modificacién del transcrito de NaTrxh no coincide con los reportes de edicion de
RNA en otros organismos, a pesar de ello no podemos descartar que la modificacion

exista en N. alata.

Una posible explicacion al mecanismo es que, al igual que en las demas
angiospermas, la C que se va a eliminar se convierta a U en un primer evento y
posteriormente se elimine. Esto implicaria que los dos procesos de modificacion

pudieran actuar en un mismo sitio en el mMRNA de NaTrxh.

Avila-Castafieda et al. (2014) reportaron que NaTrxh es una proteina de secrecion
que alcanza el espacio extracelular a través del RE y el Aparato de Golgi. Muchas
proteinas secretadas a través de esta via llegan al RE gracias a su péptido sefal
hidrofébico y se traducen en ribosomas asociados a dicho organelo (Walter et al.,
1981). Por lo tanto, es probable que si ocurre la modificacion del mensajero de
NaTrxh suceda antes de su llegada al RE, en el citosol o quizas en el nucleo.
Aunque cabe sefialar que en plantas no se ha reportado la edicion de RNA en
citoplasma o nucleo, solamente en mitocondrias y cloroplastos y como un proceso

postranscripcional (Takenaka et al., 2013).

Por otro lado, esta modificacién es de gran importancia ya que genera diferencias
en el C-terminal de NaTrxh, justo en la zona que se identificé anteriormente como
dominio de unién con la S-RNasa (Avila-Castafieda et al., 2014). Ello indicaria que
esta interaccion puede afectarse por la ausencia de los aminoacidos en la proteina

NaTrxh de las demas especies.ina NaTrxh de las demas especies.
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8.3 NaTrxh regula la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa.

Ademas de ser la determinante de especificidad femenina en el mecanismo de Al
en Nicotiana, y de participar en el reconocimiento polen-pistilo, la S-RNasa, como
su nombre lo indica, tiene actividad de ribonucleasa. Ya se ha demostrado que esta
proteina se encarga de degradar el RNA del tubo polinico en una cruza
incompatible, lo cual conduce a su muerte y por lo tanto no hay fecundacion
(McClure et al., 1990).

En un trabajo previo, Juarez-Diaz et al. (2006) demostraron que la NaTrxh se
localiza en la matriz extracelular del tejido de transmisién estilar, sitio en donde
también se encuentra la S-RNasa y otras proteinas provenientes del pistilo que
estan involucradas en el mecanismo del rechazo del polen en Nicotiana; ademas,
demostraron mediante cromatografia de afinidad que NaTrxh puede interaccionar
con la S-RNasa. Estos antecedentes indican que NaTrxh también podria participar
en el mecanismo de Al. Otro aspecto importante a considerar es que, ademas de la

interaccidn, la S-RNasa es un sustrato de NaTrxh (Juarez-Diaz et al., 2006).

Tanto la S-RNasa como la NaTrxh que se encuentran en la matriz extracelular
provienen de las células del tejido de transmision del estilo; una vez presentes en la
matriz celular, la S-RNasa ingresa a los tubos polinicos aunque, aun se desconoce
cual es el destino de la NaTrxh durante las polinizaciones; considerando lo anterior,
existe la posibilidad de que la NaTrxh actue sobre la S-RNasa en las células del
pistilo antes de ser secretada, o bien que ingrese a los tubos polinicos y actue ahi

dentro.

En el ensayo de reduccion in vitro, NaTrxh toma los electrones de una NTR
recombinante de E. coliy reduce a la S-RNasa en presencia de NADPH. En N. alata
no se ha reportado la presencia de una enzima NTR en pistilo, polen o tubo polinico;
sin embargo, es muy probable que esta exista en cualquiera de estos dos tipos
celulares, ya que ambos son sitios potenciales en los que NaTrxh podria reducir a
la S-RNasa.
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McClure et al. (1989) cuantificaron la actividad de ribonucleasa de varias S-RNasas
de N. alata y observaron que los valores de actividad oscilaban entre los 170 y 2
200 A260 unidades min"'mg', mientras que otras RNasas de la familia T2 tenian
actividades superiores. Estas diferencias las atribuyeron a la estabilidad de las
diferentes RNasas bajo las condiciones de purificacion utilizadas. Sin embargo, Ida
et al. (2001), resolvieron por cristalografia de rayos X la estructura tridimensional de
la SF11-RNasa de N. alata y encontraron que su sitio activo tiene sustituciones en
algunos residuos esenciales al compararla con otra RNasa de la familia T2 (RNasa
Rh de hongos), ello podria explicar porque las S-RNasas tienen actividades mas

bajas.

De acuerdo a los ensayos de actividad de ribonucleasa de la Sa,-RNasa, también
presenta valores de actividad bajos, pero cuando esta es reducida por la NaTrxh
aumenta su capacidad de degradacion de RNA, lo cual no ocurre cuando es
reducida con otros agentes reductores como el DTT. Esto podria deberse a que la

reduccion con NaTrxh ocurre en sitios especificos de la Sa.-RNasa.

Las S-RNasas contienen en su estructura 9 aminoacidos Cys, 8 de los cuales se
encuentran formando 4 puentes disulfuro (Oxley y Bacic, 1996; Ida et al., 2001); es
muy probable que la NaTrxh rompa solamente algunos de los puentes disulfuro y la
reduccion especifica podria generar una estructura distinta de la Sa.-RNasa que le
permita ser mas activa para degradar el RNA. Por otra parte, el DTT podria estar
reduciendo todos o la mayoria de los puentes disulfuro de la Sa>-RNasa, de tal
manera que desnaturalizaria a la proteina, inhibiendo por completo su actividad de
ribonucleasa. Ello indicaria que la reduccion de la S-RNasa por la NaTrxh es
necesaria para alcanzar un nivel de actividad que le permita degradar con mayor

rapidez el RNA del tubo polinico.

Lo anterior refuerza la idea de que NaTrxh podria ser un gen involucrado en el
mecanismo de Al, y que a través de la reduccion regula positivamente la actividad

de la S-RNasa cuyo papel es fundamental en el mecanismo de rechazo del polen.
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Por otro lado, Avila-Castafieda et al. (2015) definieron el motivo de unién de la
NaTrxh con la S-RNasa que comprende 17 aminoacidos hacia el extremo C-
terminal. Aun se desconoce si la interaccion entre ambas proteinas a través de este
dominio es necesaria para que se lleve a cabo la reduccion. Para responder a lo
anterior sera necesario realizar ensayos de reduccion de la S-RNasa con la mutante

de NaTrxh en dicho dominio.

En el presente estudio también se mostré que NaTrxh de otras especies Al presenta
diferencias en su extremo C-terminal que es mas corto respecto al de N. alata; ello
deja abierta la interrogacion de si aun a través de esta region, ambas proteinas

pueden interaccionar y consecuentemente, NaTrxh pueda reducir a la S-RNasa.

8.4 Posible participacion de NaTrxh en el sistema de Al de Nicotiana.

Las S-RNasas se expresan abundantemente en el tejido de transmision estilar e
ingresan al tubo polinico (Goldraij et al., 2006), ahi dentro pueden ser citotdxicas si

no son reguladas adecuadamente.

El hecho de que la reduccion de la S-RNasa por la NaTrxh tenga un efecto positivo
sobre su actividad de ribonucleasa es de gran importancia porque esta capacidad
de degradar RNA es esencial para que se lleve a cabo la inhibicion del crecimiento
del tubo polinico en las cruzas incompatibles. Lo anterior significaria que la
participacion de NaTrxh también es esencial en dicho mecanismo y solo cuando la
S-RNasa es modificada por NaTrxh podria alcanzar un nivel de actividad tal que

degradaria todo el RNA del tubo polinico y asi ocasionar su muerte.

De acuerdo a las observaciones anteriores se propone un modelo acerca de la
participacion de NaTrxh en el mecanismo de Al. En primer lugar, la S-RNasa junto
HT-B, 120K y NaStEP y NaTrxh son secretadas por las células del tejido de
transmision y se encuentran en la matriz extracelular por donde van creciendo los
tubos polinicos. Al igual que la S-RNasa y HT-B, 120K y NaStEP, NaTrxh ingresa al

tubo polinico; las S-RNasas se almacenan en una vacuola, y de la misma manera

73



lo haria NaTrxh; HT-B se situa en la membrana vacuolar. Una pequefia porcion de
S-RNasas permanece en el citoplasma e interactia con SLF; en este punto la
funcion de las S-RNasas seria unicamente el reconocimiento con la determinante

femenina.

Cuando la interaccion es AC, las S-RNasas, NaTrxh junto con HT-B, 120Ky NaStEP
permanecen secuestradas en la vacuola debido a que la proteina HT-B es
degradada, posiblemente por una proteina del polen. En contraste, cuando la
interaccion es Al, la proteina que degrada a HT-B podria estar siendo inhibida, ello
provoca la desestabilizacion y ruptura de la vacuola y consecuentemente, la

liberacion de su contenido.

Es muy probable que la reduccion de la S-RNasa por NaTrxh ocurra después del
rompimiento de la vacuola cuando ambas proteinas se encuentran en el citoplasma
del tubo polinico que es un lugar rico en NADPH y en donde es mas probable que
exista una NTR (Florencio et al., 1988). Las S-RNasas reducidas aumentan su
actividad de ribonucleasa y se dirigen hacia su sustrato, el rRNA del tubo polinico;
esto finalmente conllevaria a la inhibicion de la sintesis de proteinas y como

consecuencia a la muerte del tubo polinico (Figura 30).
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Figura 30. Posible participacion de NaTrxh en el mecanismo de Al gametofitica dependiente de S-
RNasas. Las S-RNasas, la NaTrxh y otros GM estilares que se encuentran en la matriz extracelular
del tejido de transmisiéon ingresan al tubo polinico por endocitosis y se van almacenando
progresivamente dentro de vacuolas. Algunas S-RNasas pueden liberarse del sistema
endomembranoso en donde interactdan con SLF. A) En una cruza compatible, las S-RNasas y
NaTrxh permanecen dentro de la vacuola. B) En una cruza incompatible, hay ruptura de la vacuola,
la liberacion de las S-RNasas y de NaTrxh permite su interaccién en el citosol donde también ocurre
la reduccion de la S-RNasa, ello conlleva a un aumento en la actividad de ribonucleasa para degradar
el rRNA del tubo polinico.

Un aspecto importante para reforzar la hipotesis anterior es observar la localizacion
de NaTrxh durante el crecimiento del tubo polinico por el estilo; en primer lugar
conocer si entra o no a los tubos polinicos y si o hace, saber cual es su destino

dentro de éste.
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Por otro lado, a pesar de que ya se conoce que un efecto de la reduccion de la S-
RNasa por la NaTrxh radica en aumentar su actividad de ribonucleasa, es posible

que el cambio en el estado redox de la S-RNasa también tenga otros efectos.

En su estructura, las S-RNasas poseen cinco regiones altamente conservadas y
dos regiones hipervariables, estas ultimas interaccionan con la determinante
masculina SLF y son quienes discriminan el polen (Oxley y Bacic, 1996; Parry et al.,
1998; Ida et al.,, 2001). La presencia de estas regiones en la superficie de la
molécula depende de la estructura terciaria de la S-RNasa, la que a su vez esta
determinada en gran medida por sus puentes disulfuro (Parry et al., 1998). Lo
anterior implica que la reducciéon de la S-RNasa, ademas de afectar su actividad
catalitica, también podria repercutir sobre su interaccién con la determinante

masculina.

Trabajos previos demuestran que la S-RNasa forma complejos con proteinas
estilares con dominios ricos en cisteinas, como 120K (Cruz-Garcia et al., 2005);
dichos complejos podrian generarse a través de puentes disulfuro intermoleculares,
ya que la mayoria de las S-RNasas contienen al menos un residuo Cys libre (Oxley
y Bacic, 1996; Parry et al., 1998). Por otro lado, existe también la posibilidad de que
los sulfhidrilos permitan la formacién de homodimeros; aunque para ello seria
necesario un cambio en la conformacion de la proteina, ya que la Cys que esta libre
en las S-RNasas no esta expuesta al solvente (Oxley y Bacic, 1996). Estos cambios
podrian involucrar la ruptura de algun puente disulfuro; de tal manera que NaTrxh
también podria participar en la formacion, estabilizacion o modificacion de
complejos de la S-RNasa y esto también puede ocurrir dentro o fuera del tubo

polinico.
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9. Conclusiones.

* A pesar de tener un patrén de expresion ubicuo, el transcrito de NaTrxh se
acumula con niveles mas altos en el pistilo, dando sustento a la hipétesis de
que NaTrxh podria ser uno de los GM involucrados en la respuesta del

rechazo alelo S-especifico del polen.

* Los ensayos de actividad de la S-RNasa dan evidencia de que cuando esta
ribonucleasa es reducida por el sistema NaTrxh/NTR/NADPH, su actividad
aumenta de manera considerable, o que sugiere que la contribucion de esta
tiorredoxina en la respuesta del rechazo del polen seria potencializar la
actividad de la S-RNasa en el citoplasma, lo que incrementaria la velocidad

de degradacién del RNA en el tubo polinico.
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10. Perspectivas.

e Determinar con precision el motivo de interaccion en NaTrxh con la S-RNasa

e Determinar si el extremo carboxilo terminal de NaTrxh es esencial en la
reduccion de la S-RNasa.

e Confirmar si NaTrxh ingresa a los tubos polinicos durante la polinizacion.

e Confirmar mediante ensayos de pérdida de funcidén en plantas transgénicas
de Nicotiana, si NaTrxh participa en el mecanismo del rechazo del polen en
Nicotiana.

e Evaluar si NaTrxh forma parte de los complejos 120K-S-RNasa-NaTTS vy si

contribuye a su rompimiento.
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