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Resumen.

Las mitocondrias son organelos responsables de multiples procesos.
Entre ellos destacan la sintesis de grupos hemo, aminoé&cidos y la
degradacion de acidos grasos. Las mitocondrias también son
responsables de la fosforilacion oxidativa en los tejidos aerébicos. En
este proceso metabdlico, las cadenas respiratorias clasicas y alternas
de la membrana interna mitocondrial catalizan la oxidacion de
nutrimentos organicos y utilizan al oxigeno molecular como aceptor final

de electrones.

En el presente trabajo se desarroll6 un método para detectar y
caracterizar una probable cadena respiratoria mitocondrial alterna en
tubos polinicos de N. tabacum. Se realizaron ensayos de consumo de
oxigeno para evaluar la respiracion mitocondrial de los tubos polinicos
en presencia de diferentes inhibidores de la cadena transportadora de
electrones, ademas se realiz6 un Western Blot para la identificacién de
una posible oxidasa alterna. Los resultados indican que las mitocondrias
de los tubos polinicos de N.tabacum expresan una oxidasa alterna. Por
lo tanto, se logré desarrollar el método para la evaluacion de la
respiracion mitocondrial en tubos polinicos, corroborando la presencia
de una oxidasa alterna, la cual es relevante por su papel en la
disminucién de especies reactivas de oxigeno en condiciones como

senescencia o en presencia de estrés abiotico o bidtico.



1 Introduccion

1.1 La mitocondriay larespiracion celular.

Las mitocondrias son los organelos responsables de multiples procesos
entre los que destacan la sintesis de grupos hemo, el ciclo de la urea, la
degradacion de acidos grasos y son fundamentales para la respiracion
celular y la fosforilacién oxidativa en los tejidos aerdbicos. En los
diferentes tipos de células, las mitocondrias varian en tamafio numero y
forma. Fisicamente, las mitocondrias estan constituidas por una doble
membrana que envuelve a la matriz mitocondrial [Frey y Mannella, 2000].
La membrana externa forma pliegues y rodea completamente al
organulo. Esta membrana es altamente permeable a iones y metabolitos
gracias a porinas, las cuales permiten el transporte de moléculas cuya
masa no excede los 5 kDa [Choudhary y cols., 2010]. Por otra parte, la
membrana interna presenta invaginaciones denominadas crestas que le
proporcionan una gran area superficial [Mannella y cols., 2013]. El
compartimento interno de la mitocondria -la matriz- es una disolucion
acuosa muy concentrada con un elevado numero de enzimas e
intermediarios quimicos implicados en el metabolismo energético
[Nicholls y Ferguson, 2013]. Adicionalmente, cada mitocondria contiene
sus propias moléculas de DNA, de RNA y sus propios ribosomas. El DNA
mitocondrial codifica ciertas proteinas especificas de la membrana

mitocondrial interna, pero la gran mayoria de proteinas mitocondriales
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estan codificadas por el DNA nuclear [Yan y cols., 2019; Pfanner y cols.,

2019].

Las mitocondrias contienen enzimas que catalizan la oxidacion de
nutrimentos organicos y utilizan el oxigeno molecular (O2) como aceptor
final de electrones. Algunas de estas enzimas se encuentran en la matriz
mitocondrial y otras embebidas en la membrana interna [Nicholls y
Ferguson, 2013]. La energia quimica que se libera en las oxidaciones
mitocondriales se utiliza para generar ATP, la principal molécula
fisiologica cuya hidrolisis esta asociada a la catélisis de procesos

dependientes de energia [Walker, 2013].

1.2 La fosforilacion oxidativa.

La fosforilacién oxidativa es el proceso donde se produce la mayor
cantidad de ATP en las células, necesario para el normal desarrollo de
las funciones biolégicas de los organismos. La fosforilacion oxidativa
ocurre especificamente en la membrana mitocondrial interna e involucra
reacciones quimicas (o6xido-reduccién) y de transporte de iones y

moléculas [Nicholls y Ferguson, 2013].

La fosforilacion oxidativa forma parte del catabolismo aerobio el cual
utiliza al piruvato formado por la oxidacion de glucosa como molécula
inicial. El piruvato es condensado para formar Acetil-CoA. Esta molécula

alimenta al ciclo de los acidos tricarboxilicos o Ciclo de Krebs. Es en

11



esta serie de reacciones en donde se forman grandes cantidades de
coenzimas reducidas (NADH y FADH?) las cuales alimentan a la cadena
respiratoria. Cabe mencionar que este proceso consta de dos partes que
estan acoplados entre si: una oxidativa, que comprende una serie de
reacciones de transferencia de electrones a partir de la oxidacion de
sustratos y una fosforilante, en donde el fosfato inorganico (Pi) se

esterifica al ADP para formar ATP.

La parte oxidativa esta integrada por una serie de reacciones de oxido-
reduccién asociada a un conjunto de complejos proteicos llamados en
conjunto cadena respiratoria o cadena transportadora de electrones. Los
electrones son aceptados y transferidos secuencialmente por complejos

de proteinas que estan en la membrana interna mitocondrial.

1.3 Cadena transportadora de electrones mitocondrial.

La cadena respiratoria esta formada por una serie de proteinas
agrupadas en complejos con funciones de transporte de electrones.
Diversos centros redox en subunidades formadores de cada complejo
son capaces de experimentar cambios reversibles en su potencial. En
forma adicional, tales subunidades son capaces de canalizar electrones
a partir de la oxidacion de moléculas organicas como la ubiquinona,;
dinucléotidos de nicotinamida como el NAD(P)H o estructuras proteicas

como las flavoproteinas, las hierro-sulfoproteinas y los citocromos. La
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presencia de estos componentes en la membrana interna mitocondrial
permite ligar a los componentes de la cadena respiratoria en un
ordenamiento secuencial que facilita la transferencia de electrones entre
ellos, lo que determina una alta eficiencia del sistema y culmina cuando
el aceptor final de electrones es reducido. En mamiferos, plantas y

levaduras, tal aceptor final de electrones es el Oa.

En resumen, la cadena respiratoria esta formada por:

4 complejos proteicos: los Complejos I, II, IIl y IV, embebidos en

la membrana mitocondrial interna.

e 2 complejos accesorios: NADH deshidrogenasas y oxidasas
alternas.

e 2 moléculas acarreadoras moéviles: la Coenzima Q o Ubiquinona y
el citocromo C que es una proteina periférica.

e La ATP sintasa que es el complejo V, cuya funcién es fosforilar al

ADP para generar ATP.

En mitocondrias de plantas, la transferencia de electrones entre los
complejos respiratorios proviene del NADH o del FADH2 -que se forman
en el Ciclo de Krebs- y donan sus electrones a nivel de los complejos
respiratorios | y Il, respectivamente. La transferencia de electrones entre
los complejos estd dada en funcién de los potenciales de 6xido-
reduccién de los grupos prostéticos de los mismos. La transferencia se

da del grupo con potencial mas negativo al mas positivo, de modo que
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en condiciones fisioldgicas se trata de un proceso espontaneo [Nicholls

y Ferguson, 2013].

Los electrones del NADH y del FADH:2 entran a la cadena respiratoria y
en forma adicional se disocian H* a estas moléculas. De este modo, los
e  son “canalizados” de manera horizontal por lo complejos respiratorios,
mientras que los H* disociados son bombeados por las bombas primarias
de los complejos respiratorios al otro lado de la membrana interna
mitocondrial. Esto genera un gradiente en la concentracion de H* y una
diferencial de cargas en ambos lados de la membrana interna
mitocondrial. Esta dualidad de carga eléctrica esta asociada a la
generacion de trabajo cuando transportadores u otras proteinas la
utilizan para mantener el metabolismo y es conocida como la fuerza

protén-motriz [Nicholls y Ferguson, 2013].

1.4 Cadenas respiratorias ramificadas: NADH

deshidrogenasas y Oxidasas Alternas.

Las mitocondrias de plantas y algunas levaduras presentan vias de
oxidacion mitocondrial no dependientes de la citocromo oxidasa. A estas
vias se les llama vias alternas. Entre estas destacan las NADH
deshidrogenasas y las oxidasas alternas (AOX), que catalizan la

oxidacion de NADH y reduccion de ubiquinonas y la oxidacion del

14



ubiquinol y la reduccion de Oz a H20 respectivamente [Wang, et al.

2011].

En Arabidopsis thaliana, se han descrito 7 NADH deshidrogenasas
mitocondriales [Schertl y Braun, 2014]. Estas enzimas se sobreexpresan
en condiciones de elevada luz y tal fenotipo ha sido asociado a un
mecanismo de proteccién de flujo de electrones no acoplado a los
componentes clasicos de la cadena respiratoria y con ello disminuir el
estrés oxidante [Rasmusson AG1, Geisler DA, Mgller IM., 2008]. En la
levadura del pan Saccharomyces cerevisiae se han descrito tres NADH
deshidrogenasas: una en la parte interna de la membrana interna
mitocondrial, también conocida como Ndip, y dos en la parte externa de
la membrana interna mitocondrial, también conocidas como Ndelp y

Nde2p [Bunoust y cols., 2005].

La oxidasa alterna es una ubiquinol:O2 6xidoreductasa y no es una
bomba primaria, es decir, no genera un bombeo de protones asociado al
flujo de electrones. Fisiologicamente, la AOX estd vinculada a una
reduccion en el rendimiento energético de la fosforilacién oxidativa. La
AOX esta codificada por una pequefia familia de genes nucleares,
proteinas de membrana en el lado de la matriz interna, y que forma
homodimeros. Muchos de los miembros de la familia de genes AOX
contienen un regulador conservado, el cual confiere un estricto control
bioguimico que vincula su actividad a las condiciones metabdlicas en

conflicto dentro de la mitocondria [Wang et al. 2011].
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Debido a su naturaleza no conservadora de energia, se tiene interés por
entender el metabolismo y el papel fisiologico de la respiracién mediada
por la AOX, ademas de su papel ya establecido para generar calor en

tejidos termogénicos [Sanchez, 1980].

Actualmente no se cuenta con un modelo de alguna oxidasa alterna de
plantas derivado de un cristal. Sin embargo, dada la elevada homologia
entre estas enzimas con el modelo de Trypanosoma brucei disponible en
la literatura [Shiba y cols., 2013], es posible hacer inferencias tanto

sobre su estructura como mecanismo [McDonald y cols., 2006].

Cabe mencionar que la AOX podria desempefiar una serie de roles para
la optimizacion del metabolismo respiratorio, asi como la integracion de
este metabolismo con otras vias metabdlicas. Ademas, se piensa que la
AOX puede actuar para amortiguar especies reactivas de oxigeno que
se generan en la cadena transportadora de electrones [McDonald y cols.,

2006].

1.5 Importancia de la Oxidasa Alterna.

Existen diversos articulos que describen la importancia del estudio de la

AOX, de modo que a continuacion se describen algunas.

Se ha buscado de qué forma se puede aumentar la productividad de las
plantas, tomando como alternativa reducir los gastos por la respiracion.

Por lo tanto, si una fraccion de la respiracion fuera poco eficiente en
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producir ATP, su eliminacién podria tener un impacto positivo en la
productividad. Es por ello que se ha prestado atencién a la fraccion de
la respiracion que es insensible al cianuro, la antimicina y otros
inhibidores de la cadena transportadora de electrones por la via de los

citocromos [Sanchez, 1980].

Ademas, se ha encontrado una relacion funcional muy estrecha entre la

AOX y un solo proceso fisiolégico: la termogénesis.

Asi mismo, en algunas especies la oxidasa esta relacionada con la
produccién de calor por los tejidos florales que, a su vez se vincula con
la polinizacién. En estos casos se estd cumpliendo una funcion
importante en la reproduccion [Sanchez, 1980]. En tal sentido, seria
I6gico proponer que la termogénesis en tejidos florales podria contribuir
a la polinizacion favoreciendo la volatilizacién de compuestos aromaticos

con potencial quimioatractor.

1.6 Inhibidores de la respiracion celular.

El acoplamiento de los procesos de transporte de electrones y de
sintesis de ATP pueden ser modificados por agentes quimicos o bien por
la alteracion fisica de la membrana mitocondrial [Nicholls y Ferguson,
2013]. Entre las sustancias capaces de inhibir la fosforilacién oxidativa
estdn por una parte las que se denominan desacopladores o

desacoplantes. Entre ellas se encuentran los fenoles sustituidos
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(pentaclorofenol, dinitrofenol, etc), las fenilhidrazonas de cianuro de
carbonilo (CCCP), los acidos grasos de cadena larga y algunos
antibidticos (valinomicina). Variados procesos fisicos como el
tratamiento con soluciones hipotonicas o la congelacion pueden

desacoplar el mecanismo de conservacion de la energia [Beconi, 1981].

La fosforilacion oxidativa puede ser inhibida también por antibiéticos
como la oligomicina y la rutamicina, las cuales se les denomina
inhibidores de la transferencia de energia y que pueden afectar

simultdneamente la respiracién y la fosforilacion.

El uso de una gran variedad de inhibidores especificos ha resultado de
especial utilidad para el desarrollo de los conocimientos sobre la
estructuracion de la cadena respiratoria y hoy dia es una practica comun

en los estudios de respiracion celular [Beconi, 1981].

Flavona

\

CCCP L ~ NAD* Oligomicina

H* NADH
+
—_—

Complejo 1 H,O w
NADH D
Complejo 11 Complejo I Complejo IV T ATP
CYox
CY bey = Sintasa
S A
I o -
| N -
O \
ST P 2 \
NADH NAD+ Succinato  Fumarato ‘ ? \\,\ ADP +P; ATP
— — L \
\ \ Antimicina \ CN-
\\ \\.\ \\
' PG,
Rotenona Malonato SHAM

Figura 1. Representacion de los componentes cldsicos y alternos en una cadena respiratoria
con sus respectivos inhibidores especificos. NDA: NADH deshidrogenasa alterna, AOX, oxidasa
alterna.
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1.7 Nicotiana tabacum como modelo de estudio.

Nicotiana tabacum es miembro de la familia Solanaceae, es uno de los
modelos de estudio mas importantes en plantas y presenta un alto valor

agricola y econdmico en todo el mundo [Wang and Bennetzen, 2015].

La planta del tabaco N. tabacum es utilizada en muchos laboratorios por
su rapido crecimiento, su fécil reproduccion y la posibilidad de generar
plantas con mutaciones especificas considerando que su genoma se
encuentra completamente secuenciado [Marton y cols., 1979;

Sunderland and Wicks, 1971].

Adicionalmente, es relativamente facil obtener células con alto contenido
de mitocondrias entre las cuales destacan las raices y los tubos polinicos

[Taylor and Hepler, 1997].

Cabe mencionar que el progreso en tabaco se estima facilite los estudios
genéticos, fisiolégicos, de desarrollo y evolutivos en otras plantas,
especialmente en cultivos que pertenecen a la misma familia

taxondémica, tales como papa y tomate [Wang and Bennetzen, 2015].
1.8 Las mitocondrias de tubos polinicos.

Los tubos polinicos son gametofitos activos masculinos de las plantas
con semillas, son los vectores portadores de las células espermaticas

por lo que pueden ser considerados como células haploides
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transportadoras de las células espermaticas, lo cual resulta de gran

interés para estudios genéticos y moleculares.

Cabe mencionar que, los tubos polinicos experimentan un crecimiento
lamado “crecimiento de la punta”, por consiguiente, estas células
exhiben un comportamiento funcional altamente asimétrico, en procesos
tales como flujo de iones, secrecion y en arreglos citoesqueléticos,

haciéndolos muy atractivos para estudios de biologia celular [Malhé Rui,

2006].
ER
microtubules  microfilaments “clear zone"
\ mllod'mndna
T ®>
UF——_;L—W
o® "~ 1‘ ,%' ? Ofte D o3 00
vacuole 04 _...,___
=G —— o _..":.r—-—"—
"-‘ﬁ-' IR SRR
320 irUW—o — - Ay
callose plu 7 —
’ / vegetative nucleus ol vesicles containing
inner wall o o0 el generative cell rough ER 90lgl cell wall precursors

Figura 2. Representacién de la organizacién intracelular del tubo polinico (Imagen tomada de
Malho Rui, 2006).

Ahora bien, las mitocondrias aparentemente se acumulan en el area
subapical de la zona clara (Clear Zone, CZ); se piensa que la distribucién
bastante peculiar de los organulos es esencial en el funcionamientos del
tubo de polen y aunque mucho es conocido de la estructura y dinamica

del citoesqueleto de actina, aun falta un consenso sobre el mecanismo
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para explicar la clasificaciéon diferencial de organulos a los largo del eje

del tubo polinico [Colaco, R. y cols, 2012].

Es importante resaltar que, la mayoria de las vias de produccién de
energia aerdbica involucran el uso de un potencial electroquimico
trasmembranal mitocondrial, asi que como se mencioné anteriormente,
las mitocondrias son consideradas los principales organulos para la
produccion de energia en células eucariotas, y en células de réapido
crecimiento como los tubos polinicos, lo deben de ser méas. Se ha
descrito que los tubos polinicos pueden tener hasta 20 veces mas
mitocondrias por células que otros tejidos vegetativos [Colaco, R. y cols,

2012].

1.9 Respiracion mitocondrial medida por

oximetria.

Las mediciones de la respiracion celular proporcionan informacion
importante sobre la capacidad respiratoria mitocondrial, la integridad
mitocondrial y el metabolismo de energéticos. El dispositivo que permite
esta medicion es el oximetro u oxigrafo, que es un sistema que permite
la medicibn de consumo de oxigeno en una amplia gamma de
aplicaciones, desde estudios de mitocondrias y respiracién celular, hasta
mediciones de suspensiones aisladas de cloroplastos con

concentraciones de oxigeno al 100%.
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El primer disefio de este instrumento de medicion data del afio 1970
realizado por Tom Delieu y David Walkert, el disco del electrodo de
oxigeno permanece sin grandes cambios. El instrumento consta de un
catodo de platino y un anodo de plata colocado en un disco de resina
epoxi y esta preparado para su uso con una solucion saturada de KCI al
50% debajo de una membrana politetrafluoroetileno (PTFE) permeable

al oxigeno.

Cuando se aplica un pequefio voltaje a través de estos electrodos (con
el platino negativo con respecto a la plata), la corriente que fluye al inicio
es insignificante y el platino se polariza. A medida que este potencial
aumenta a 700 mV, el oxigeno se reduce en la superficie del platino,
inicialmente a peroxido de hidrogeno H202, de modo que la polaridad
tiende a descargarse a medida que los electrones se donan al oxigeno.
La corriente que fluye esta relacionada estequiometricamente con el

oxigeno consumido en el catodo.
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Cuando se conecta a la unidad de control de electrodos, el equipo
proporciona un meétodo efectivo para detectar pequefios cambios en la

concentracion de oxigeno (Figura 3).

DZ
T

Cathode (Pt} T

Membrans

0, + 2ZH,0 + 2e- —+ H,0, + 20H- T
H, O, + Ze- — 2OH- s
J’r kCl bridga
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<, in disc wea
+ T ++++++ P
— b ] 1 ———— Anocde {[Ag)
I —
dig — 4AgT + de”
0.6 - O.7w

4Ag*% + 4C1 —= 4agcCl

Figura 3. Se muestra de manera simplificada el funcionamiento del oxigrafo, con
las reacciones de 6xido reduccion involucradas para la deteccion de oxigeno en

el medio. (Imagen tomada de http://www.hansatech-
instruments.com/product/oxygraph-system/, 2019).

Cabe mencionar que para hacer poder realizar mediciones confiables en
el instrumento en necesario en primer lugar calibrar de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y posterior realizar el calculo del control

respiratorio [Flores Cesar, et. al., 2018].
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El control respiratorio es la relacion entre el de consumo de oxigeno con
ADP y sin ADP (consumo de oxigeno con ADP/consumo de oxigeno sin
ADP) el cual indica la funcion del grado de acoplamiento entre el
transporte de electrones y la fosforilacién, resultando un criterio muy
sensible y en general el de eleccibn para juzgar la integridad

mitocondrial [Beconi, 1981].

2. Planteamiento del problema.

El estudio de la respiracion celular es un tema interés para la comunidad
cientifica, ya que es uno de los procesos metabdlicos mas importantes
en los seres vivos, destacando a la mitocondria, la cual desarrolla un
papel fundamental en este proceso que es la generacidén de energia en
forma de ATP. Por lo tanto, en el siguiente escrito se desarrolla un
método sencillo utilizando el oximetro para la evaluacion in situ de la
cadena respiratoria mitocondrial en tubos polinicos de N. tabacum,
estructura de interés ya que se sabe que esté tejido tiene hasta 20 veces
mas mitocondrias por cada célula que otros tejidos y que N. tabacum es
el modelo de estudio elegido por su rapido crecimiento y por la

secuenciacion completa de su genoma.
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3. Hipotesis.

— Si los tubos polinicos presentan respiracion insensible a
cianuro, entonces su cadena respiratoria podria expresar una

oxidasa alterna.

4. Objetivos de la investigacion.
4.1 Objetivo general.

- Desarrollar un método para caracterizar la cadena respiratoria

mitocondrial en tubos polinicos de N. tabacum.

4.2 Objetivos particulares.

- Determinar el consumo de oxigeno en las mitocondrias de los
tubos polinicos en N. tabacum en estado basal.

- Determinar el consumo de oxigeno en las mitocondrias de los
tubos polinicos en N. tabacum en presencia de inhibidores de la

cadena respiratoria clasica y alterna.

5 Materiales y métodos.

En el siguiente apartado se describe el modelo de estudio utilizado:
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5.1 Material vegetal.

Para el presente trabajo se utilizaron plantas de N.tabacum preacox
amablemente donadas por el Dr. Felipe Cruz Garcia. Una vez alcanzado

el estado de floracion se utilizé el polen maduro.

A continuacién, se enlistan los reactivos empleados en el desarrollo

experimental:
5.2 Soluciones de aislamiento, de medicidon y reactivos.

Agua MilliQ

Digitonina 20 mg/mL (Promega).

Dimetil sulféxido (Sigma)

Azul de Evans al 1% (Sigma)

Soluciones “stock”:

Succinato de sodio 0.5 M (Sigma)

Adenosin Difosfato 200 mM (Sigma)

Oligomicina 1 mg/mL (Sigma)

MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico) pH = 5.7
KCN 100mM (Sigma)

Acido salicilhidroxamico (SHAM) 500 mM (Sigma)

Propil Galato 2 mM (Sigma)

Solucién de Germinaciéon (Buffer PG)
Sacarosa al 10%

CaClz 200 pM
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Ca(NOs)2 100 uM
H3sBO3 1.6 mM

MES 15 mM pH= 5.7

Buffer del ensayo del tubo de Polen (Buffer PTA)

Manitol 330 mM

KH2PO4 1 mM

EDTA 0.1 mM

MES 10 mM pH 5.7

Importante: Filtrar y esterilizar los buffer, conservar a temperatura
ambiente.

Western Blot

- Anticuerpo dirigido a Oxidasa Alterna: AOX1/2 | Plant alternative
oxidase 1 and 2 Catalogo: AS04 054. Marca Agrisera. Clonalidad:
Policlonal, Reactividad: A. thaliana, B. nana, B. napus, B. vulgaris,
E. vaginatum, H. vulgare, L. luteus, N.tabacum, O. sativa, P.abies,
P. sativum, S.tuberosum y T. aestivum

- Determinacion de proteina por el método de Lowry.
Desoxicolato (DOC) 0.15%

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%
NaOH 0.8 N
Reactivo de Folin-Ciocalteu
Solucion de Carbonato-tartrato- cobre (CTC)
- Preparacion geles de policrialamida — SDS
Solucion de Acrilamida.

Solucién de Bis-Acrilamida.

27



Solucién Amortiguadora del gel:
Tris 3 M, pH 8.9-9-0
SDS 0.3%
HCI 1 N (para el ajuste de pH)
Buffer del catodo:
Tris 0.1 M, pH 8.9-9.0
Tricina 0.1 M
SDS 0.1%
Buffer del &nodo:
Tris 0.2 M, pH 8.9
HCI 1N (para el ajuste de pH)
Solucion digestora:
SDS 10%
Tris 100 mM, pH 6.8
Azul de bromo-fenol 0.6%
B-mercapto etanol 4%
Persulfato de amonio 10%
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilenediamina).
Solucién bloqueadora:
Leche Svelty al 5%
Buffer de lisis:
Tris HCI 10 mM pH 7.9
KCI 50 mM
EDTA 1 mM

DTT 1 mM
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PMSF 1 mM
Tween 20 0.5%

Nonidet P40 0.5%

Equipo

Microscopio optico.

Centrifuga para tubos Eppendorf
Agitador magnético de 60Hz

Micro iman para celda.
Hematocitometro (cAmara de Neubauer)
Micropipetas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Sistema Hansatech Oximetro Plus en Fase-Liquida (Hansatech
Instruments)

Agitador orbital
Incubadora de temperatura controlada
Camara de electroforesis

Transiluminador Chemidor

6 Disefo experimental del método.

6.1 Cosecha del polen.

La cosecha del polen comienza con el llenando de un tupo Eppendorf
con 1.0 mL de buffer PG utilizando guantes en todo momento.

Posteriormente se seleccionan flores en buen estado de maduracién (ver
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Fig. 8) y se retiran los pétalos con la ayuda de tijeras y pinzas, a
continuacion, se sumergen las anteras en el tubo Eppendorf que
contiene el buffer de PG. Se sacuden suavemente las anteras para

resuspender los granos de polen en el buffer.

6.2 Germinacion de tubos polinicos.

La germinaciéon del tubo polinico comienza con la agitacién suave del
tubo Eppendorf con los granos de polen en el buffer PG. La agitacion
debe ser a 60 rpm en un agitador orbital a 28 °C durante 2 horas.
Después de transcurrido el tiempo de agitacion, se toman 20 pyL de la
suspension y se colocan sobre el hematocitometro. Se determina el
namero de células multiplicando por el factor 10,000, el cual es
predeterminado para cada camara. En seguida se lavan los tubos de
polen dos veces en 1 mL de buffer PTA por centrifugacion a 3000 rpm

durante 20 s.
6.3 Ensayo del consumo de oxigeno.

En primer lugar, se debe calibrar el Sistema Hansatech Oxygraph Plus
de fase liquida de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se continta
con un tubo Eppendorf, sin la adicion de tubos polinicos, con presencia
de buffer con succinato de sodio 10 mM, digitonina al 0.01% y ADP 200
uM, se debe registrar el consumo de oxigeno basal durante 120s.
Posteriormente se adiciona buffer cbp 500 uL con 1x10° tubos polinicos
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en la caAmara del oximetro. Se cierra la camara con el tapén incluido, con
cuidado de que no se generen burbujas de aire en el interior.
Posteriormente se permite la permeabilizacion del tubo durante cinco
minutos, de esa forma se obtiene la lectura correspondiente al consumo
de oxigeno en condiciones fosforilantes (estado 3). La medicion del
consumo de oxigeno en estado 3 debe ser mayor a 2 minutos.
Transcurrido este periodo se inyecta el volumen necesario para
depositar 2 ug de oligomicina y se mide el consumo de oxigeno durante
1-2 minutos (estado 4). Tomando en cuenta estas mediciones, se calcula
la Relacion del Control Respiratorio (RCR) dividiendo el estado 3 entre
el estado 4. En el caso de tubos polinicos acoplados, este debe ser
mayor a 2. En la figura 4 se muestra de manera visual el procedimiento

anteriormente descripto.
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Ensayo del consumo de oxigeno. Estado 3 y Estado 4.

la camara del mp 2.
oximetro Agregar
l
200 p Buffer PG Camara del Oximetro
T
Estado 3
6. Inyectar 2 L en .
la cdmara  del - 5. Registrar
i consumo
oximetro de conmo
Oligomicina 1 o 2 P
mg/mL. / .
Estado 4
7. Registrar
consumo de
0, por 300s.

* 20 pL Succinato

de Sodio 10 mM

* 5L Digitonina

0.01%

* 1puLADP 200

UM

Estado basal

3. Registrar
consumo
de O, por
120s.

4. Agregar

Buffer PG chp
500 ul con 1x10°
de tubos
polinicos.

Figura 4. El diagrama muestra los pasos a seguir para la realizacion del ensayo de
consumo de oxigeno, los pasos 5 y 7 muestran el estado 3 y el estado 4,
respectivamente. Se debe notar que todas las adiciones son consecutivas. [Flores

Herrera y cols., 2019].
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Cabe mencionar que este procedimiento valida los ensayos de consumo
de oxigeno, ya que como lo muestra Flores Herrera y cols., 2019, el

control respiratorio es mayor a 2 siguiendo la metodologia descripta.

| | state 3 [l State 4

N
o

W
o
|
I

o
*
Respiratory Control Ratio

Oxygen Consumption
(nmol/min 10° tubes)
N
O

&)
t

O _
Figura 5. El grafico que muestra el consumo de oxigeno. A la izquierda se
muestran los registros del estado 3 y el estado 4 del ensayo de consumo de
oxigeno. En el gréfico de la derecha se observan los tubos polinicos

permeabilizados con Digitonina y el calculo del control respiratorio mayor a 2.
[Flores Herrera y cols., 2019].

Finalmente, se realizaron los ensayos de consumo de oxigeno con la
adicion de KCN 100 uM y SHAM 500 uM (figura 6) y por otra parte la
adicion de KCN 100 uM y Propilgalato 2 uM para inhibir la respiracion

mitocondrial (figura 7).
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Ensayo del consumo de oxigeno. KCN y SHAM.

-
k=g ¢+ 20 plL Succinato
\| | de Sodio 10 mM
|‘ * 5yl Digitonina
1. Depositar en 2. Agregar 0.01%
f la camara del * 1uLADP 200 uM
- oximetro
200 L. Buffer Camara del Oximetro

PG

3.  Registrar
consumo  de
Oy por120s.

4. Agregar

~
6: Inyectar en la 5. Registrar Buffer PG cbhp 500
i del consumo de O, - uL con 1x10° de
oximetro 1 uL de por 300 s. tubos polinicos.
KCN 100 pM.

8. Inyectar en la

, y 9. Registrar
: camara del

7. Registrar , consumo de
oximetro 4 plL

de O :
consumo de O, de SHAM 500 0, por 300 s
por 300s.

uM.

/

Figura 6. El Diagrama muestra la metodologia para el ensayo de consumo de oxigeno
en presencia de Cianuro y el Acido Acetil Hidroxamico (SHAM).
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Ensayo del consumo de oxigeno. Propilgalato y KCN.

~
¢ * 20 pl Succinato
' de Sodio 10 mM
| * 5 ul Digitonina
‘ 1. Depositar en o 2. Agregar 0.01%
i la camara del . | * 1uLADP200uM
T oimew — |
1?();0 WL Buffer Cémara del Oximetro

3.  Registrar
consumo de
0, por 120s.

4. Agregar

F
5: Inyectar en la 5.  Registrar Buffer PG cbp 500
carmara del consumo de O, - ul con 1x10° de
oximetro 2 ulL de por 300 s. tubos polinicos.
Propilgalato 2 uM.

: enla .

8’ Inyectar en | 9. Registrar

: camara del

7. Registrar . consumo de

consumo de O puitmeis & L O, por 300 s
2 de KCN 100 pM. 2P

por 300 s.

Figura 7. El Diagrama muestra la metodologia para el ensayo de consumo de oxigeno
en presencia de Propilgalato y Cianuro.
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6.4 Inmunodeteccion de AOX en tubos polinicos.

Adicional a estos ensayos de consumo de oxigeno, se tomoé la decisién
de realizar una prueba complementaria para corroborar el resultado
obtenido hasta el momento, de modo que se corrié un Western Blot. Se
comenzd por realizar la cosecha de polen y la germinacion de tubos
polinicos, una vez crecidos se hizo un lisado de proteina, que consiste
en el rompimiento de membrana con el buffer de lisis previamente
preparado y una sonicacion, posteriormente se cuantifico la cantidad de
proteina por el método de Lowry, el objetivo fue tener la cantidad de
proteina suficiente para el corrimiento de la electroforesis, en la cual se
cargaron 20 ug de proteina, después se realiz6 la transferencia, para
pasar al bloqueo, agregando solucion bloqueadora (5%) en buffer TBS,
terminada la incubacion se procedié a agregar el anticuerpo dirigido a la
oxidasa alterna (AOX1/2 | Plant alternative oxidase 1 and 2), mismo que
se dejo durante toda una noche. Acto seguido se coloc6 el segundo
anticuerpo y se finaliz6 con el revelado de la placa con

guimioluminiscencia.
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7 Resultados.
7.1 Cosecha, germinacion y permeabilizacion de tubos

polinicos.

Los experimentos de obtencién y germinacién de los granos de polen
fueron llevados a cabo bajo las mismas condiciones reportadas en
nuestro laboratorio por Flores-Herrera y cols., 2019. Inicialmente, los
granos de polen de las flores maduras (Fig. 8A) fueron aislados,
hidratados e incubados en el buffer PG durante 2 horas. Como se
esperaba, los tubos polinicos emergieron y fueron contabilizados en la
camara de Neubauer (Fig. 8B). El numero de células se determind y

ajusté para los experimentos de consumo de oxigeno.

Posteriormente, las muestras fueron lavadas dos veces con buffer PTA
para eliminar el exceso de calcio. Los tubos de polen se permeabilizaron
con Digitonina 0.01% (control) durante 5 minutos y se tifid con una
solucion de Azul de Evans al 0.1%. Como era de esperarse, los tubos
polinicos permeabilizados se tifieron con la solucién de Azul de Evans

(Fig. 8C).
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Control

Digitonina

Figura 8. Se observa los tubos polinicos cosechados, contados y permeabilizados
con digitonina. A. Granos de polen de flores maduras de N. tabacum. B.
Germinacion de tubos polinicos que fueron contabilizados en la camara de
Neubauer. C. Tubos polinicos permeabilizados con Digitonina tefiidos con Azul

de Evans.
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7.2 Respiracion mitocondrial de tubos polinicos.

Una vez validados los experimentos de permeabilizacion, se llevaron a
cabo experimentos de consumo de oxigeno en los tubos polinicos
permeabilizados (Fig. 8C). En condiciones control (en presencia de
succinato y ADP) los tubos polinicos tuvieron un consumo basal de 21 +
7 nmol/min*10® tubos polinicos. Este valor disminuyé en forma
significativa al adicionar CN-. Sin embargo, la posterior adicion de SHAM
2 mM no ocasiond6 una disminucién significativa adicional a la registrada

en presencia de CN- (Figura 9).

2%

o o 30 -

o) O

< 2

Oco 20 -

g

o .S i * @

.

25 B
2o oA

o £

O < Control CN SHAM

Figura 9. Evaluacién de la respiracion mitocondrial con cianuro y SHAM. El
consumo basal de Oz en el control respiratorio es de 21 + 7 nmol/min*10° tubos
polinicos.* La posterior adicion de cianuro indica un consumo de O2 de 7 = 2
nmol/min*108 tubos polinicos. Finalmente, la adicion de SHAM resulta en un
consumo de Oz de 6 + 1 nmol/min*10° tubos polinicos. * p < 0.05 vs control.
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Debido a que no se observaron efectos notorios con SHAM, se decidié
utilizar otro inhibidor de AOX -propil galato- con la finalidad de verificar

la eficacia del SHAM. (Figura 10).

Por lo tanto, se prob6 el efecto del propilgalato sobre la respiracion
mitocondrial (Fig. 10). Para ello se preparé un lote de tubos polinicos
tratados con Digitonina 0.01% por cinco minutos dentro de la camara
del oximetro, donde se agreg6é ADP y succinato para obtener la
respiracion del estado 3, y posteriormente se adiciono Propilgalato 0.5
mM. En estas condiciones se observo una reduccion significativa en la
velocidad de respiracion posterior a la adicion de propilgalato con
respecto a la basal (control). La posterior adicién de cianuro disminuye
aun mas la respiraciéon por lo que la respiracibn mitocondrial se
encuentra totalmente bloqueada en presencia de ambos inhibidores (Fig.

10).
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Figura 10. Evaluacion de la respiracion mitocondrial sensible a Propilgalato y
Cianuro. El consumo basal de Oz en el control respiratorio es de 10 = 3
nmol/min*108 tubos polinicos.* La posterior adicion de Propilgalato 0.5 mM
indica un consumo de Oz de 7 + 2 nmol/min*108 tubos polinicos. # Finalmente,
la adicion de Cianuro 0.5 mM resulta en un consumo de Oz de 4.7 £ 1
nmol/min*108 tubos polinicos.*p<0.05 vs control. # p<0.05 VS Propilgalato.

7.3 Inmunodeteccion de AOX en tubos polinicos de N.

tabacum.

Con la finalidad de evaluar la presencia de una AOX en tubos polinicos
de N. tabacum a nivel proteina, se realizé un Western Blot, donde se
utilizé un anticuerpo primario especifico (AOX1/2,Plant alternative oxidase 1

and 2) para la AOX de Arabidopsis thaliana.

En primer lugar se puede apreciar el control de carga de los lisados
realizados, identificados con los numeros 1,2 y 3, cuyo gel fue tefiido
con azul de coomassie, el resultado obtenido deja en evidencia que la
cantidad de proteina es similar en los tres carriles (Figura 11.A). Por otro
lado se observa el revelado del Western Blot, donde se identificé una
banda monoreactiva a 37 kDa con el anticuerpo (AOX1/2,Plant alternative
oxidase 1 and 2) contra AOX de Arabidosis t. (Figura 11.B).
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Estas observaciones corroboran la presencia de una AOX en las

mitocondrias de los tubos polinicos de N. tabacum.

Lisado - Lisado
kpa St 1 2 3 2 st 1 2 3
150 —
;gg 100
75 75
50 .
20 Oxidasa
37 37 -
- 52 alterna
20
ig 15
10
10
A.Coomassie stain B.Blot

Figura 11. Inmunodeteccion de OAX en tubos polinicos de N. tabacum. A. Se
observa el control de carga por triplicado, gel tefiido con azul de Coomassie. B.
Western Blot revelado con el anticuerpo AOX1/2,Plant alternative oxidase 1 and
2 VS AOX contra la AOX de N.tabacum, se aprecia una banda monoreactiva a
37 kDa.
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8 Discusion.

En el presente trabajo se evalu6 el papel de la mitocondria y en particular
de la cadena respiratoria clasica y alterna en la respiracion de los tubos

polinicos de N. tabacum por el método de la oximetria.

La presencia de la oxidasa alterna en plantas es motivo de muchos
trabajos y algunos de ellos han concluido que su papel es disminuir la
emision de especies reactivas de oxigeno en condiciones tales como
senescencia o en presencia de estrés abidtico o biético [McDonald y
cols., 2006; Guerrero-Castillo y cols., 2011]. En este trabajo se continuo
con la metodologia descripta por Flores Herrera, 2019 para la medicion
de la respiracion mitocondrial, donde se observd que la respiracion de
los tubos polinicos presenta un componente insensible a cianuro. Esta
caracteristica -aunada a la presencia reportada de una oxidasa alterna
en hojas, raices y células en suspensién de N. tabacum- fue lo que nos
motivéd a explorar la probable presencia y regulacion quimica de una AOX
en tubos polinicos [Dahal y cols., 2014; Wang y cols, 2011;]. En primer
lugar se experimentd la inhibicién de la respiracién con SHAM, donde no
observamos una inhibicién significativa méas alld de la registrada en
presencia de cianuro; a pesar de que se tiene evidencia de que varios
acidos hidroxamicos sustituidos son inhibidores de la via alternativa de
la respiracion [Beconi, 1981]. Este resultado inicialmente fue
interpretado como que los tubos polinicos carecian de AOX y que la

respiracion residual registrada era debida a un sistema oxidativo no
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mitocondrial (glucosa oxidasa, xantina oxidasa, NADPH oxidasa, etc.)

[Marino y cols., 2012].

Sin embargo, este resultado se debe muy probablemente a que no se
utilizé la concentracion de SHAM suficiente para visualizar una
inhibicién, ya que se han reportado experimentos con inhibidores
especificos de la cadena alternativa para dar mas informacién sobre la
actividad in vivo del camino alternativo. Un ejemplo, es el uso del acido
benzohidroxamico para inhibir la respiraciéon de cortes de raices de
Convolvulus arvensis donde se observa una inhibicién en un 21%. En
raices de especies de Senecio, cerca del 70% de la respiracion total de

la raiz fue sensible al acido salicilhidroxamico (SHAM) [Beconi, 1981].

De modo que con la adicion de un segundo inhibidor de la familia de los
galatos (Propilgalato) pudimos detectar una disminucién adicional

significativa en la respiracion insensible a CN-.

Cabe mencionar, que la prueba complementaria realizada, el Western
Blot, se detectdo una banda inmunoreactiva a 37 kDa contra la AOX de
N.tabacum, en el revelado de la inmunodeteccion se pueden apreciar
sutilmente otras bandas, lo cual, probablemente se deba a proteinas que
presenten epitopes similares a la AOX de N.tabacum o bien a que
posiblemente el proceso de desnaturalizacion de las proteinas no haya
sido adecuado y se estén presentando agregados o dimeros de AOX de

N.tabacum.
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Los resultado obtenidos sugieren la presencia de una AOX en
mitocondrias de tubos polinicos de N. tabacum. Una busqueda en bases
de datos indica que la proteina NP_001311725.1 codifica para una AOX
bona fide en N. tabacum y que ésta presenta una pre secuencia
mitocondrial y una alta homologia con la AOX de Tripanosoma brucei

reportada en la literatura [Shiba y cols., 2013; ver anexo].

Figura 12. Modelo de la estuctura de la NtAOX basado en el modelo de la AOX
de T. brucei. EI modelo fue generado con iTasser a partir del PDB 3VV09.

De acuerdo al modelo reportado por Shiba y colaboradores [Shiba y
cols., 2013], la NtAOX presenta dos probables alfa hélices similares a
las al y a4 responsables del probable anclamiento en la membrana
interna mitocondrial. De forma adicional, presentan las hélices
responsables de la probable dimerizacion de la enzima. Sin embargo, es
necesario llevar a cabo un analisis mas profundo, que incluya una
evaluacion del probable sitio de unién del sustrato e inhibidores y asi

poder determinar si NtAOX funciona como homodimero vy si
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NP_001311725.1 es responsable de la actividad sensible a propilgalato

reportada en el presente trabajo.

Por lo tanto, los resultados sefialan que la actividad respiratoria
detectada aun en presencia de propilgalato podria ser debida a la
expresion de otro tipo de oxidasas, por ejemplo, la glucosa oxidasa.

[MANO, N.2019].

Cabe agregar que en una busqueda en bases de datos, sugiere que la
proteina HOTHEAD-like isoform X1 contiene una secuencia de la

probable glucosa oxidasa N. tabacum XP_016491068.1 (Ver anexo).

Por otro lado, se sabe que la actividad de la oxidasa alterna in vivo en
ausencia de estrés representa el 10-50% de la respiracion total y esta
porcibn se mantiene en el rango de temperatura normalmente
encontrada durante el crecimiento de la planta [Del-Saz, et al, 2017]. En
este caso, la contribucién de la respiracion mitocondrial por la AOX
representa el 50% de la respiracion mitocondrial y el 25% de la
respiracion total, lo cual, concuerda con reportes previos de la

contribucién de la respiracién por la AOX.

Ademas, es importante mencionar que la induccion de la expresion y
actividad de AOX en varias situaciones fisiolégicas estan relacionadas

con la flexibilidad metabdlica que permiten la produccion de calor, la

46



tolerancia al estrés y el crecimiento (sintesis de esqueletos de carbono)

en condiciones de equilibrio con la disponibilidad de recursos.

Tomando en cuenta lo anterior, seria importante considerar las
condiciones ambientales o estrés ambiental en las que nuestro modelo
de estudio se encuentra y por ende la cantidad de AOX que puede

expresar.

Finalmente, la regulacién de los sistemas de respiraciéon en tubos
polinicos de N. tabacum en respuesta a condiciones cambiantes de

estrés abiotico sera motivo de estudios posteriores.
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9

Conclusiones.

Se logr6 desarrollar un método para medir respiracion
mitocondrial en tubos polinicos.

N. tabacum expresa una oxidasa alterna en las mitocondrias de
tubos polinicos.

N. tabacum presenta vias de consumo de oxigeno no

mitocondrial.
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ANEXO

Andlisis bioinformatico sobre la presencia de una AOX en Nicotiana
tabacum
Articulo: “A simple method for mitochondrial respiration and calcium

uptake assessment in pollen tubes”

Para determinar in silico si existe una AOX en N. tabacum, se utilizé
el programa programa BLAST para detectar proteinas similares a la
oxidasa alterna de T. brucei [Shiba y cols., 2013]. La proteina
resultante (NP_001311725.1) fue sometida a un analisis de
alineamiento con Clustal Omega. La proteina NP_001311725.1 fue
sometida a un analisis de probable estructura terciaria usando el

programa iTasser.
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Alternative oxidase [Trypanosoma brucei brucei]

GenBank: AAB46424.2

>AAB46424.2 alternative oxidase [Trypanosoma brucei brucei]
MFRNHASRITAAAAPWVLRTACRQKSDAKTPVWGHTQLNRLSFLETVPVVPLRVSDESSEDRPTWSLP
DI
ENVAITHKKPNGLVDTLAYRSVRTCRWLFDTFSLYRFGSITESKVISRCLFLETVAGVPGMVGGMLRH
LS
SLRYMTRDKGWINTLLVEAENERMHLMTFIELRQPGLPLRVSITIITQAIMYLFLLVAYVISPRFVHRF
VG
YLEEEAVITYTGVMRAIDEGRLRPTKNDVPEVARVYWNLSKNATFRDLINVIRADEAEHRVVNHTFAD
MH

EKRLONSVNPFVVLKKNPEEMY SNQPSGKTRTDFGSEGAKTASNVNKHV

Ubiquinol oxidase 1, mitochondrial [Nicotiana tabacum]

NCBI Reference Sequence: NP_001311725.1

>NP 001311725.1 ubiquinol oxidase 1, mitochondrial [Nicotiana
tabacum]
MMTRGATRMTRTVLGHMGPRYFSTAIFRNDAGTGVMSGAAGFMHGVPANPSEKAVVTWVRHFPVMGSR
SA*
SSMALNDKQHDKKAENGSAAATGGGDGGDEKSVVSYWGVQPSKVTKEDGTEWKWNCFRPWETYKADLS
ID
LTKHHAPTTFLDKFAYWTVKSLRYPTDIFFQRRYGCRAMMLETVAAVPGMVGGMLLHCKSLRRFEQSG
GW
IKTLLDEAENERMHLMTFMEVAKPNWYERALVFAVQOGVEFFNAYFVTYLLSPKLAHRIVGYLEEEATIHS
YT
EFLKELDKGNIENVPAPATAIDYWRLPKDSTLRDVVLVVRADEAHHRDVNHFASDIHYQGQQLKDSPA
PI

GYH

*Los residuos marcados en color rojo denotan la probable pre secuencia
mitocondrial determinada con el programa Mitoprot.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment
NP = Nicotiana tabacum
AAB= Trypanosoma brucei

NP_001311725.1 MMTRGATRMTRTVLGHMGPRYFSTAIFRNDAGTGVMSGAAGFMHGVPANPSEKAVVTWVR 60
ARB46424.2  mmmmmmmmmm e MFRNHASR————===—————————— TTAAAAPWVL 18

e kok kK * **
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NP 001311725.1 HFPVMGSRSASSMALNDKQHDKKAENGSAAATGGGDGGDEKSVVSYWGVQPSKV ---TKE

AAB46424.2 RTACRQKSDA-—-—==————=—— K-—=—=-- TPVWGHTQLNRLSFLETVPVVPLRVSDESSE
: LW x * HE P Kok K H
NP 001311725.1 DGTEWKWNCFRPWETYKADLSIDLTKHHAPTTFLDKFAYWTVKSLRYPTDIFFQRRYG——
AAB46424.2 DRPTWSLP---—-—————— DIENVAITHKKPNGLVDTLAYRSVRTCRWLEDTEFSLYRFGSI
* *. . P A A A X
NP_001311725.1 —————— CRAMMLETVAAVPGMVGGMLLHCKSLRRFEQSGGWIKTLLDEAENERMHLMTFM
AAB46424.2 TESKVISRCLFLETVAGVPGMVGGMLRHLSSLRYMTRDKGWINTLLVEAENERMHLMTE T
.*_::*****_********* * .*** : s, ***:*** ************:
NP 001311725.1 EVAKPNWYERALVFAVQGVEFENAYEFVTYLLSPKLAHRIVGYLEEEAIHSYTEFLKELDKG
AAB46424.2 ELRQPGLPLRVSIIITQAIMYLFLLVAYVISPREVHREFVGYLEEEAVITYTGVMRAIDEG
Frook, O HE R R R S
NP_001311725.1 NIENV--PAPATAIDYWRLPKDSTLRDVVLVVRADEAHHRDVNHFASDIHYQGQQLKDSP
AAB46424.2 RLRPTKNDVPEVARVYWNLSKNATFRDLINVIRADEAEHRVVNHTFADMHEKRLONSVNP
. .~k :* *‘k.* *::*:*‘k:: *:**‘k‘k‘k.** * Kk ok :*:‘k H * . .*
NP 001311725.1 APIGYH-======——————mmmmmm 353
ARAB46424.2

FVVLKKNPEEMYSNQPSGKTRTDFGSEGAKTASNVNKHV 329

117

175
110

229
170

289
230

347
290

Un analisis de estructura secundaria con la suite “Swissprot” determiné que

el modelo presentado en la Fig. 12 se adapta razonablemente a lo predicho

por iTasser.

Secondary Structure:

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

Query
Helix
Sheet
Turns
Struc

[

141
141
141
141
141

211
211
211
211
211

281
281
281
281
281

* * * * * *
SSMALNDKQHDKKAENGSAAATGGGDGGDEKSVVSYWGVQPSKVTKEDGTEWKWNCFRPWETYKADLSID
HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH
EEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEE EEEEE
T TT T TT T T TT TT T T
TCHHHHTTHHHHHHCTT T HHHHEEEEEEEHTEEHHHTTHHHEEEEEEEEEHEHHHEEEEH
* * * * * *

LTKHHAPTTFLDKFAYWTVKSLRYPTDIFFQRRYGCRAMMLETVAAVPGMVGGMLLHCKSLRRFEQSGGW

HHHHH HHHHHHHHHHHH HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
E EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEE
T T TT

HHHHHC CEEHHHEEEEEEEHEEEEEEEEEEETEEEEEHHHHHHEHEEEFEEEHHEEHEHHEHHHHTETER

* * * * * *

IKTLLDEAENERMHLMTFMEVAKPNWYERALVFAVQGVEFFNAYFVTYLLSPKLAHRIVGYLEEEATHSYT
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHEHEHA
EEEE EEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEE EEEEE
TT T T T T
EEEHHHHHHHHHHHEHHHHHHHHTHHHHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEHHHHHHEEEEHHHHHHHEEEEE

* * * * * *
EFLKELDKGNIENVPAPATAIDYWRLPKDSTLRDVVLVVRADEAHHRDVNHFASDIHYQGQQLKDSPAPT
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEE EEEEEEE EEEEEEEEE EEEEEEE

TT TTT T TT TT

HHHHHHHTTHHHHHHHHHHEEEEEECCTTTEEEEEEEEHHHHHHHHHHHHHHHTHEEEEEHHHHTT

GYH 283
283
283
283
283

140
140
140
140
140

210
210
210
210
210

280
280
280
280
280

55



Total Residues: H: 225 E: 169 T: 34

Percent: H: 79.5 E: 59.7 T: 12.0

PREDICTED: protein HOTHEAD-like isoform X1 [Nicotiana tabacum]

NCBI Reference Sequence: XP_016491068.1
Identical Proteins FASTA  Graphics

Go to:

Locus

DEFINITION

ACCESSION
VERSION

DELINK

DESOURCE
KEYWORDS

SOURCE

ORGANISM

COMMENT

FEATURE:

source

s

XP_@16491@68 597 aa linear PLN @3-MAY-2816
PREDICTED: protein HOTHEAD-like isoform X1 [MNicotiana tabacum].
XP_816421068

XP_©16491668.1

BioProject: PRINA319578

REFSEQ: accession XM_016635582.1

RefSeq.

Nicotiana tabacum (common tobacco)

Nicotiana tabacum

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; Gunneridae;
Pentapetalae; asterids; lamiids; Sclanales; Solanaceae;
Nicotianoideae; Nicotianeae; MNicotiana.

MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated computational
analysis, This record is derived from a genomic sequence
(NW_0158049@4.1) annotated using gene prediction method: Gnomon,
supported by EST evidence.

Also see:
Documentation of NCBI's Annotation Process

##Genome-Annotation-Data-START

Annotation Provider : NCBI

Annotation Status Full annotation
Annotation Version i i

iee
Annotation Pipeline :: NCBI eukaryotic genome annotation
pipeline
Annotation Software Version :: 7.8
Annotation Method :: Best-placed RefSeq; Gnomon
Features Annotated :: Gene; mRNA; CDS; ncRNA
#HGenome-Annotation-Data-EMND#H*
COMPLETENESS: full length.
Location/Qualifiers
1..597
Jorganism="Nicotiana tabacum™
feultivar="TN22"
/db_xref="taxon:4097"
S/ chromosome="Unknown"

Protein 1..597

s

ORIGIN

i

61
121
181
241
381
361
421

541

/product="protein HOTHEAD-like isoform x1™
Ffcalculated_mol_wt=65158
28..597
/fregion_name="PLN@2785"
/note="Protein HOTHEAD"
/db_xref="CDD:215428"
66..315
/region_name="MADB_Rossmann"
/note="Rossmann-fold MNAD(P)(+)-binding proteins; cl21454™
/db_xref="CDD:3€4358"
434..579
fregion_name="GMC_oxred_C"
/note="GMC oxidoreductase; pfam@5129™
/db_xref="CDD:282284"
1..597
/gene="L0C107818756"
/CDdEd_by="XH_916535582.1:139..1992"

/db_xref="GeneID:107818756"

mavvggaaal plifklllsl llcfnsspsl tgqasgkwvpw edrypfirea ssfssssnna
nnnkaydyii vgggtagcpl aatlsqkfsv lllerggvpf ananvsfmgn fhialadtsp
ssasqyfvst dgvfnsrarv lgggtcinag fytragpsyi kkagwdsklv nesypwiekg
ivhrpnlapw gravrdslle igispfngft ydhiygtkvg gtifdrfgrr htaaellasa
npkkldvlvh atvqkidfdt sgkkpravgv ifkdengngh kaflskrkgs eiivssgaig
sphilmlsgi gpkaelekln ipvvldnkfv gggmsdnpln tifvptnrhv egqsliqtvgi
tkagvyieas sgfggsgdsi rcnhgvasae igglstippk qrtfeaieay rrskkniphe
1frggfilek iatplsrgni slvttnaddn psitfnyfsh prdlkrcvdg irivekiaks
khftnytqcd ketldkllnm swvganvnlip khtnntgqsle qfckdtviti whyhggchvg
kviapdyrvl gvhrlrvidg stfeespgtn pgatvmmmgr ymgvkilrer lgrtagl
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