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1. Resumen

Las angiospermas desarrollaron diversas estrategias reproductivas para generar y mantener su
diversidad genética mediante la polinizacion cruzada. Una de éstas se basa en un mecanismo
genético conocido como autoincompatibilidad sexual (Al), en el cual el 6rgano femenino reconoce
y rechaza el polen propio y acepta solo aquel que proviene de individuos genéticamente distintos.
Existen dos tipos de control genético: el gametofitico, donde la determinante masculina de
especificidad es expresada por el polen (gametofito) y, el esporofitico, en el cual la determinante
masculina es expresada por la pared de la antera (parte del esporofito).

La Al gametofitica en las familias Rosaceae, Solanaceae y Plantaginaceae, estd controlada
genéticamente por el locus multialélico S, el cual codifica las determinantes masculina y femenina,
denominadas SLF (S-locus F-box protein) y S-RNasa, respectivamente. Durante la polinizacion,
la S-RNasa ingresa a los tubos polinicos e interacciona fisicamente con SFL en el citosol. Una
interaccion alelo S-especifica desencadena el rechazo del polen, en donde la actividad citotdxica
de la S-RNasa es crucial para la inhibicion del crecimiento del tubo polinico.

SLF y la S-RNasa no son suficientes para el rechazo del polen, ya que otros genes, denominados
Genes Modificadores (GMs), también son esenciales en la via. Para profundizar en nuestro
conocimiento acerca del mecanismo bioquimico que conduce a la inhibicioén del crecimiento del
tubo polinico durante la respuesta de Al, nuestro grupo de investigacién ha estado enfocado en
identificar GM. Uno de nuestros candidatos es NaTrxh de N. alata, el cual codifica para una
tiorredoxina (Trx) que se expresa mayoritariamente en pistilos de plantas autoincompatibles (Al)
respecto a plantas autocompatibles (AC), ademas, la proteina NaTrxh interacciona con la S-RNasa
y reduce puentes disulfuro de su estructura in vitro.

En el presente trabajo, se generaron hibridos de N. plumbaginifolia x N. alata que expresan una
mutante de NaTrxh sin actividad reductora (denominada NaTrxhss). Las plantas transgénicas, que
expresan ambas versiones de NaTrxh, la tipo silvestre y a NaTrxhss, pierden parcialmente la
capacidad de rechazar su propio polen, indicando que la actividad reductora de NaTrxh es esencial
en la respuesta de Al en Nicotiana.

Dado que la S-RNasa es reducida por NaTrxh, se evalu6 el efecto sobre su actividad. Se determino
que NaTrxh rompe especificamente el puente disulfuro formado entre la Cys155 y la Cys185 en
la Scio-RNasa provocando un aumento de siete veces en su actividad de ribonucleasa, dicha
reduccion es mediada por la interaccion entre la S-RNasa y el extremo N-terminal de la Trx.
Ademas, se da evidencia de que la incubacidn in vitro de NaTrxh con NaTrxhss, impide la
reduccion de la S-RNasa por NaTrxh, ya que bajo esta condicion NaTrxhss se une de manera
irreversible a la ribonucleasa evitando su reduccion. De tal manera que la pérdida parcial del
fenotipo de Al en los hibridos transgénicos, podria explicarse por la unién irreversible de NaTrxhss
a la S-RNasa en el citosol del tubo polinico, evitando la reduccion de una cierta poblacion de la S-
RNasa por NaTrxh.



Ademas, en el presente estudio se determind mediante cristalografia de rayos X, la estructura
tridimensional de NaTrxh a 1.7A de resolucion. La estructura 3D de NaTrxh reveld que su extremo
N-terminal esta orientado hacia el sitio reactivo WCGPC, lo cual concuerda con resultados previos
que indican que la falta de dicho dominio evita la reduccion de la S-RNasa y el incremento en su
actividad. Asimismo, a través de ensayos de dindmica molecular entre NaTrxh y la Sr11-RNasa se
observo la posible interaccion entre estas proteinas a través del extremo N-terminal de NaTrxh asi
como los posibles cambios conformacionales que ocurren en la Sgi;-RNasa después de la
reduccion especifica del puente disulfuro blanco de NaTrxh.

Con nuestros resultados proponemos a NaTrxh como una proteina crucial para la respuesta
respuesta del rechazo del polen alelo S-especifco en Nicotiana cuya funcidon seria reducir y
aumentar la actividad de la S-RNasa para que ésta ejerza su actividad citotoxica contra los tubos
polinicos de cruzas incompatibles.



1.2 Abstract

Angiosperms have developed diverse reproductive strategies to generate and maintain their genetic
diversity through cross-pollination. One of these strategies is based on a genetic mechanism known
as self-incompatibility (SI), in which the female organ recognizes and rejects its own pollen and
accepts the one that comes from a genetically diifferent individual. There are two types of SI: the
gametophytic, where the male specificity determinant is expressed in the pollen (gametophyte)
and, the sporophytic, in which the specificity determinant is expressed in the anther (part of the
sporophyte).

Gametophytic SI in the Rosaceae, Solanaceae and Plantaginaceae families, is genetically
controlled by the multiallelic S-locus, which encodes both male and female determinants, called
SLF (S-locus F-box protein) and S-RNase, respectively. During pollination, S-RNase enters the
pollen tubes and physically interacts with SFL in the cytosol. An allele S-specific interaction
triggers pollen rejection, where the cytotoxic activity of S-RNase is crucial for the inhibition of
the pollen tube growth.

SLF and the S-RNase are not sufficient for pollen rejection, since other genes, called Modifier
Genes (MGs), are also essential for the response. To get further insight into the biochemical
mechanism that leads to the inhibition of pollen tube growth during SI response, our research group
has focused on identifying new MGs. One candidate is NaTrxh from N. alata, which encodes for
a thioredoxin (Trx) whose expression is higher in pistils of self-incompatible plants (SI) than in
those of self-compatible plants (SC). In addition, the NaTrxh protein interacts with the S-RNase
and reduces it in vitro.

In this work, we generated N. plumbaginifolia x N. alata hybrids that express a NaTrxh mutant
without reducing activity (called NaTrxhss). Transgenic plants expressing both versions of
NaTrxh, the wild type and NaTrxhss, partially lose the ability to reject their own pollen, indicating
that NaTrxh reducing activity is essential in the SI response in Nicotiana.

Since S-RNase is reduced by NaTrxh, the effect on its ribonuclease activity was evaluated. It was
determined that NaTrxh specifically reduces the disulfide bond formed between Cys155 and
Cys185 in Scio-RNase causing a seven-fold increase on its ribonuclease activity. This reduction is
mediated by the interaction between S-RNase and the NaTrxh N-terminal. In addition, when
NaTrxh is incubated with NaTrxhss, S-RNase reduction by NaTrxh does not occur, since under
this condition NaTrxhss might bind irreversibly to the ribonuclease preventing its reduction. Thus,
the partial loss of the SI phenotype in transgenic hybrids could be explained by the irreversible
interaction between NaTrxhss and the S-RNase in pollen tube cytosol, which avoids the reduction
of a certain population of the S-RNase by NaTrxh.

Furthermore, the three-dimensional structure of NaTrxh was determined by X-ray crystallography
at 1.7A of resolution. The 3D NaTrxh structure reveals that the NaTrxh N-terminal is oriented
towards the WCGPC reactive site, which is consistent with previous results indicating that lack of

10



the NaTrxh N-terminal prevents S-RNase reduction. In addition, molecular dynamic assays
performed with the 3D NaTrxh structure and the Sri1-RNase showed the possible interaction
between these two proteins as well as the possible conformational changes in S-RNase derived
from reduction of the disulfide bond targeted by NaTrxh.

With our results, we propose to NaTrxh as a crucial protein for the S-specific pollen rejection
response in Nicotiana and its function would be to reduce and increase the S-RNase activity
allowing it to exert its cytotoxic effect against incompatible pollen tubes.
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2. Introduccion.

2.1 Autoincompatibilidad en angiospermas.

Las angiospermas constituyen el grupo de plantas mas diverso y su éxito evolutivo se debe en gran
medida a las distintas adaptaciones que han desarrollado teniendo como objeto la reproduccion.
Este tipo de plantas se reproducen de manera asexual o sexual, siendo la segunda opcion la que
contribuye a la generacion de variacion genética en las poblaciones, lo cual es de gran importancia
cuando se encuentran en un ambiente con condiciones cambiantes (Rea y Nasrallah, 2008).

La flor es la estructura reproductiva de las angiospermas y en ella se encuentran los 6rganos
reproductivos que son el pistilo, que contiene a los dvulos, y las anteras, las cuales producen los
granos de polen. Cuando un grano de polen llega al estigma, se hidrata y germina el tubo polinico
que contiene a los nicleos espermaticos. El tubo polinico es una célula que crece a lo largo del
tejido de transmision del estilo hasta llegar al ovario donde se encuentran los 6vulos, sitio en donde
se liberaran los nucleos espermaticos para que se lleve a cabo la fecundacion (Rea y Nasrallah,
2008).

En plantas cuyas flores son hermafroditas la autopolinizacion y autofecundacion es muy frecuente;
sin embargo, la fecundacion cruzada es la que contribuye a la generacion de variabilidad, por ello
las angiospermas desarrollaron diversas barreras fisicas y genéticas para evitar la autofecundacion.
La autoincompatibilidad sexual (Al), es una barrera genética que se define como la incapacidad
de una planta fértil hermafrodita para producir cigotos después de la autopolinizacion (de
Nettancourt, 1977).

La Al esta controlada genéticamente por un unico locus multialélico, denominado locus S, el cual
contiene los genes que codifican para las determinantes de especificidad masculina y femenina
que se expresan en el polen y el pistilo, respectivamente. El reconocimiento y rechazo del polen
propio es posible gracias a la interaccion alelo S especifica entre las determinantes de
especificidad, lo cual desencadena una respuesta celular que culmina con la inhibicion del
crecimiento del tubo polinico (Figura 1) (McClure y Franklin-Tong, 2006).

Se sabe que para determinar la compatibilidad de un grano de polen sobre un pistilo inicamente
se requieren a la S-RNasa y a SLF por evidencias de experimentos de ganancia de funcion. Por
ejemplo, cuando los hibridos de N. alata BT x N. langsdorffii (quienes son compatibles porque
carecen de S-RNasa), fueron transformados y expresaron a la S-RNasa de haplotipo Sa2, adquieron
la habilidad de rechazar el polen Saz, pero aceptaron el polen Scio (Murfett ef al., 1994). Esto
también se demostr6 en P. inflata, donde la expresion de la S3-RNasa en plantas de genotipo S1So,
provoco el rechazo del polen S; (Lee et al.,1994). Ahora bien, para el caso de SLF, se demostro
que este confiere la especificidad a través de la generacion de polen heteroalélico en P. inflata. El
experimento consistié en introducir el alelo SLF> en plantas de genotipos S1Si1, S1S2 y S2Ss. Los
granos de polen producidos que portaban el transgen Sz junto con el alelo S1 o Sz, fueron aceptados
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en autopolinizaciones. Por el contrario, los granos de polen que portaban dos alelos S», fueron
rechazados en autopolinizaciones (Sijacic et al., 2004).

Existen dos tipos de control genético en los sistemas de Al y son denominados esporofitico y
gametofitico. En la Al esporofitica, el fenotipo de compatibilidad del polen lo otorga la antera que
es un tejido diploide; mientras que en la Al gametofitica, el fenotipo de compatibilidad proviene
del polen que es haploide (Rea y Nasrallah, 2008).

A. B. Cruzas: S,S,x S,S, S,S,x S5,
Locus S & = Ss Ss
S, \
S,
Expresién Expresiéon
en pistilo en polen ‘ ‘ & Q
’1 2 ﬂ1!2
Descendencia: s S$1S3 S154
5253 S254
Cruza Cruza
incompatible compatible
(Al) (AC)

Figura 1. La incompatibilidad sexual en las angiospermas. A. Estructura del locus S. B. La Al promueve la
fecundacion cruzada a través del reconocimiento entre las determinantes de especificidad femenina y masculina. En
un pistilo S:1S2, los granos de polen cuyo haplotipo sea S; o S2 serdn rechazados; mientras tanto, los granos de polen
de haplotipos distintos (S3 o S¢) seran aceptados y podran llegar hasta el ovario para fecundar los 6vulos (Tomado de
McClure y Franklin-Tong, 2006).

2.2 Sistema de Al esporofitico.

La AI esporofitica descrita en la familia Brassicaceae opera a nivel de interaccion del grano de
polen con las células de la epidermis del estigma. Estas células discriminan a los granos de polen
e inhiben la germinacion de aquellos que poseen el mismo haplotipo S, permitiendo nicamente el
desarrollo de aquellos cuyo haplotipo S es diferente. El rechazo del polen ocurre por la falta de
hidratacion del grano de polen y por una répida inhibicion del crecimiento del tubo polinico sobre
la superficie de las papilas estigmaticas de aquellos que logran germinar (Takayama e Isogai,
2005).

La determinante femenina en la Al esporofitica es SRK (S-locus Receptor Kinase), la cual es una
proteina transmembranal con actividad de cinasa de Serina/Treonina expresada exclusivamente en
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la epidermis de las células papilares del estigma (Stein y Nasrallah, 1993); mientras que la
determinante masculina corresponde a la proteina SCR (S-locus Cysteine-Rich, también
denominada SP11, S-locus Protein 11), la cual es sintetizada por la antera y es depositada en la
cubierta del grano de polen. La proteina SCR es el ligando de SRK (Kachroo ef al., 2001; Shiba
etal.,2001).

Una interaccion haplotipo S-especifica entre SCR y el dominio extracelular de SRK, activa a este
receptor que se autofosforila iniciando la cascada de sefializacion para el rechazo del polen
(Cabrillac et al., 2001). Dos proteinas de suma importancia en el mecanismo son las tiorredoxinas
THL1 y THL2, las cuales inhiben la fosforilacion de SRK. Se propone que THL1/2 se encuentran
constitutivamente unidas al receptor para regular su dominio cinasa inhibiendo su
autofosforilacion y asi evitar que la respuesta de rechazo del polen se encuentre siempre activa;
sin embargo, cuando inicia la respuesta de rechazo del polen estas proteinas se liberan de SRK
permitiendo su fosforilacion (Cabrillac et al., 2001).

Después de la activacion de SRK en las células estigmaticas, se desencadena una cascada de
sefnalizacion que culmina en el rechazo del polen, aunque ain se desconoce exactamente como
ocurre. Algunas proteinas han sido identificadas como posibles efectores en la respuesta, por
ejemplo, MLPK (Proteina Cinasa del Locus M) de Brassica rapa, la cual estd anclada a la
membrana plasmatica de las papilas estigmdticas y cuenta con un dominio de cinasa de
Serina/Treonina en la region citosolica. Una mutacion de MLPK afecta la capacidad del estigma
de inhibir el polen del mismo haplotipo S (Murase ef al., 2004).

Otra proteina identificada es ARC1, quien se expresa solo en los estigmas e interacciona con el
dominio cinasa de SRK cuando esta fosforilado (Gu ef al., 1998). ARCI1 tiene actividad ligasa E3
de ubiquitina, por lo que se propone que puede ubiquitilar a alguna proteina requerida para el
crecimiento del tubo polinico y causar su degradacion (Figura 2) (Rea y Nasrallah, 2008).
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Figura 2. Mecanismo de Al esporofitica en Brassicaceae. Se muestra una célula de la epidermis del estigma cuyo
genotipo es 152, la cual tiene en su superficie dos granos de polen, uno derivado de la misma planta (S:S2) y otro
derivado de una planta con genotipo distinto (S3S4). Dentro de las células estigmaticas, THL1/2 se encuentran unidas
al receptor SRK (determinante femenina) lo cual lo mantiene inactivo y formando dimeros. SCR (determinante
masculina), se encuentra en la cubierta del grano de polen y es reconocido por SRK. El reconocimiento del grano de
polen Al activa a SRK quien se autofosforila después de la separacion de THL1/2, esto provoca la respuesta de rechazo
del polen en donde las proteinas ARC1 y MLPK también estan involucradas (Tomado de Rea y Nasrallah, 2008).

2.3 Sistema de AI gametofitico.

La inhibicion del crecimiento del tubo polinico en la Al gametofitica, estudiado en las familias
Plantaginaceae, Solanaceae y Rosaceae, ocurre en el primer tercio del estilo. La determinante
femenina fue identificada en Nicotiana alata y es una glicoproteina perteneciente a la familia de
las ribonucleasas T2, conocida como S-RNasa (McClure et al., 1989). Esta proteina se expresa en
las células del tejido de transmision estilar y es secretada a su espacio extracelular (Anderson et
al., 1989). Ademas de ser la determinante de especificidad, la S-RNasa participa en la degradacion
del rRNA del tubo polinico incompatible permitiendo la inhibicidén de su crecimiento (McClure et
al., 1990).

La determinante masculina esta conformada por un conjunto de proteinas denominadas SLF (S-
Locus F-box protein) que se expresan especificamente en el polen y en los tubos polinicos (Lai et
al., 2002; Qiao et al., 2004; Wheeler y Newbigin, 2007; Williams et al., 2014). Las proteinas SLF
incluyen en su extremo N-terminal un dominio con caja F y funcionan como proteinas E3 ligasas
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formando parte del complejo SCF (Skpl-Cullin-F-Box) el cual media la poliubiquitilacion de
proteinas blanco para su degradacion en el proteosoma 26S (Hua y Kao, 2006).

Existen dos modelos para explicar como ocurre la respuesta de Al gametofitica.
e Modelo colaborativo de reconocimiento no especifico:

De manera general, la degradacion de proteinas a través del proteosoma 26S es asistida por el
sistema de ubiquitina, el cual incluye a las proteinas que desempefian las actividades de El
(activacion de ubiquitina), E2 (conjugacion de ubiquitina) y E3 (ligasa de ubiquitina) (Hershko y
Ciechanover, 1998). El complejo SCF contiene la actividad de ligasa de ubiquitina. Esta
conformado por Spkl, Cullin 1, una proteina con dominio de caja F y Rbx1. Cullin 1 es una
proteina de andamiaje, sus extremos N- y C-terminal interaccionan con Spkl y Rbxl,
respectivamente. La proteina con caja F, se une a Spkl a través de este dominio; ademas, le da
especificidad al complejo ya que cuenta con otro dominio para el reconocimiento de la proteina
blanco. Por su parte, Rbx1 interacciona con la enzima E2 para promover la transferencia de
ubiquitina a la proteina blanco (Zhen et al., 2002).

La determinante masculina SLF es la proteina con caja F del complejo SCF y especificamente es
quien tiene la actividad de E3 ligasa que consiste en la transferencia de ubiquitina a la proteina
blanco (Hua y Kao, 2006). Ya se han encontrado otros componentes que forman el complejo SCF
con SLF (Figura 3. A). AhSSK1 fue identificada en Antirrhinum mediante ensayos de doble
hibrido en levadura, usando como anzuelo a SLF2. Esta es una proteina ortdloga a Spk1 (Huang
et al.,2006), mientras que PICUL1-G (cullin-1 de Petunia inflata) y PhAUBCI (proteina E2-like de
P. hybrida) fueron identificadas mediante ensayos de doble hibrido en Petunia (Hua y Kao, 2006).

Inicialmente se propuso el modelo de la degradacion de la S-RNasa para explicar el rechazo del
polen, el cual postulaba que una SLF interacciona con la S-RNasa propia (por ejemplo, SLF; con
la Si-RNasa (cruza autoincompatible, Al) a través de dominios especificos previniendo la
ubiquitilacion de la S-RNasa. Por otro lado, si SLF y la S-RNasa eran de un haplotipo S distinto
(cruza autocompatible, AC), la interaccion seria a través de un dominio conservado en todas las
proteinas SLF y S-RNasa, respectivamente, permitiendo la ubiquitilacion y degradacion de la S-
RNasa no propia; con ello el tubo polinico evadia la actividad citotoxica de la S-RNasa. Este
modelo establecia que la interaccion haplotipo S-especifica era mas fuerte que la que se da entre
SLF y la S-RNasa con haplotipos S distintos (Qiao et al., 2004 y Sijacic et al., 2004).

Sin embargo, a través de ensayos de interaccidon proteina-proteina in vitro, se encontrd que, en P.
inflata, una determinada SLF interactia con mayor afinidad con las S-RNasas de haplotipo S
distinto (Hua y Kao, 2006). Con estos datos se propuso que, por ejemplo, en una cruza Al, el
complejo SLFi-Si-RNasa, la interaccion entre las dos determinantes era débil, por lo que el
complejo SFL-S-RNasa seria inestable y como consecuencia, la S-RNasa estaria preferentemente
libre para degradar el RNA del tubo polinico para detener su crecimiento. Por el contrario, en una
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cruza AC, el complejo SLF>-Si-RNasa tendria mas afinidad y por lo tanto seria estable, lo que
permitiria que SLF, ubiquitilara a la S-RNasa para su degradacion (Hua y Kao, 2006).

El modelo de degradacion de la S-RNasa se ha modificado debido a nueva informacion acerca del
locus S'y de SLF. Se sabe que dentro del locus S solamente existe un gen de la S-RNasa el cual,
debido a su alto grado de polimorfismo, es el inico responsable de la especificidad en el pistilo
(Lee et al., 1994 y McClure, 2004). Sin embargo, hay varios genes paralogos de SLF dentro del
locus S. Por ejemplo, en el haplotipo Sz de Petunia inflata, existen 17 genes SLF, mismos que
existen en el haplotipo S3 (Williams et al., 2014). Las 17 proteinas codificadas son capaces de
formar complejos SCF con Spkl y Cullinl (Li et al., 2016). Asimismo, se han reportado 10 genes
de SLF en el locus S de N. alata (Wheeler y Newbigin, 2007).

Para explicar la presencia de multiples SLFs en un mismo haplotipo, el modelo colaborativo de
reconocimiento no especifico plantea que para un haplotipo S determinado, cada SLF funciona
como una subunidad del complejo SCF para mediar la ubiquitilacion de una S-RNasa de un
haplotipo S distinto. Cada una de las proteinas SLF generadas por un haplotipo puede interaccionar
con algunas de las S-RNasas no propias provenientes de distintos haplotipos, por lo que la
expresion de todas las SLF es necesaria para reconocer y ubiquitinar a todos los haplotipos de S-
RNasas que puedan existir en la poblacion. Sin embargo, ninguna SLF podré ubiquitinar a la S-
RNasa propia (mismo haplotipo S) de tal forma que esta degradara el RNA del tubo polinico e
inhibira su crecimiento (Figura 3. B) (Kubo et al., 2010).

No se sabe con exactitud qué caracteristicas deben cambiar en las proteinas SLF para ser
reconocidas diferencialmente por las S-RNasas. Las secuencias de las 17 proteinas SLF que se han
identificado en P. inflata son muy conservadas. A través de analisis in silico se han encontrado
dos regiones dentro de la secuencia de los genes de SLF que tienen mayor variabilidad, de las
cuales ademas se predice que se encuentran expuestas al solvente en la proteina; por ello se cree
que estan involucradas en la interaccion y el reconocimiento de la S-RNasa. Estas regiones se
localizan hacia el extremo C-terminal de SLF, contrario al sitio donde se encuentra el dominio de
caja F, el cual estd cercano al extremo N-terminal de la proteina (Williams et al., 2014). Sin
embargo, a la fecha, no se han realizado experimentos in vitro para ver especificamente la
interaccion de estas regiones con distintas S-RNasas.
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Figura 3. Modelo colaborativo de reconocimiento no especifico. A. Estructura del complejo SCF (SLF-SPK1-
Cullinl) para degradacion de la S-RNasa a través del proteosoma 26S. B. Dentro del locus S se encuentra un gen S-
RNasa y multiples genes SLF. El haplotipo S7tendra S7-RNasa y S7-SLF1, S7-SLF2, S7-SLF 3 hasta S7-SLFx. Cada SLF
interacciona y degrada a un haplotipo de S-RNasa distinto (los haplotipos estan indicados como S17, So, S11, S19 'y S5),
pero ninguna reconocera a la S-RNasa propia (S7). Lo mismo ocurre para el haplotipo S11 (Tomado de Kubo et al.,
2010).
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e Modelo de la compartamentalizacion de las S-RNasas

Este modelo fue propuesto por Goldraij et al. en 2006 y toma en cuenta la participacion de otras
proteinas ademas de las determinantes de especificidad. Estas proteinas estan codificadas por
genes modificadores (GMs), los cuales se encuentran codificados fuera del locus S, aunque por lo
general tienen expresion especifica en el polen o el pistilo (McClure ef al., 2000). De todos los
GMs identificados a la fecha, se sabe que son esenciales para la respuesta del rechazo del polen
porque su supresion genética provoca que las plantas Al sean capaces de aceptar su propio polen
(McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005; Jiménez-Durén et al., 2012; Meng et al., 2014 y
Garcia-Valencia et al., 2017).

En el pistilo se han identificado a NaStEP (N. alata Stigma-Expressed Protein), /20Ky HT-B
(High Top-Band); mientras que en el polen se han descrito a MdABCF (Malus domestica ABC
sub-family F protein) y a NaSIPP (N. alata Self-Incompatibility Pollen Protein), ademés de los
genes que codifican para las proteinas que forman el complejo SCF junto con SLF (McClure et
al., 1999; Hancock et al., 2005; Huang et al., 2006; Hua y Kao, 2006; Jiménez-Duran et al., 2012;
Meng et al., 2014 y Garcia-Valencia et al., 2017).
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El modelo de la compartamentalizacion propone que las S-RNasas ingresan a los tubos polinicos
independientemente de su haplotipo S. Las proteinas 120K y HT-B también entran a los tubos
polinicos, aunque se desconoce la via de ingreso (Lind ef al., 1996; Goldraij et al., 2006). En el
tubo polinico, la mayor cantidad de S-RNasas se almacenan dentro de una vacuola junto con 120K,
mientras que HT-B se asocia al sistema endomembranoso. Una pequeiia cantidad de S-RNasas se
localiza en el citoplasma donde interacciona con SLF. En una cruza compatible, las S-RNasas
permanecen secuestradas en la vacuola debido a que de alguna manera la proteina HT-B se degrada
llevando a la estabilizacion de este compartimento. Por el contrario, cuando la cruza es
incompatible, HT-B permanece estable, lo cual correlaciona con la ruptura de la vacuola que
contiene a las S-RNasas. La liberacion de las S-RNasas al citoplasma permite que éstas ejerzan su
actividad citotoxica degradando el rRNA del tubo polinico, e inhibiendo asi la sintesis de proteinas
lo que detiene su crecimiento a través del estilo. Por otro lado, aunque se sabe la localizacion de
120K, su participacion en el mecanismo aun es desconocida (Figura 4) (Goldraij et al., 2006).
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Figura 4. Modelo de la compartamentalizacion de la S-RNasa. Las S-RNasas junto con otras proteinas estilares
ingresan al tubo polinico probablemente por endocitosis y se van almacenando progresivamente dentro de vacuolas.
Algunas S-RNasas alcanzan el citoplasma en donde pueden interactuar con SLF. A. En una cruza AC las S-RNasas
permanecen dentro de la vacuola y no pueden ejercer su actividad citotoxica. La estabilidad de la vacuola esta
relacionada con la degradacion de HT-B, probablemente dirigida por una proteina del polen. B. En una cruza Al 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 estabilidad de proteina HT-B (Tomado de Goldraij ef al.,
2006).
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Los GMs NaStEP, MdABCF y NaSIPP, fueron identificados después de que se propuso este
modelo; sin embargo, se cuenta con alguna informacion acerca de sus funciones y se pueden incluir
en el modelo.

NaStEP, quien se expresa en el estigma, ingresa a los tubos polinicos antes que la S-RNasa y los
otros GMs presentes en el estilo. Experimentos de pérdida de funcion con RNAi dieron evidencia
que NaStEP es esencial para la respuesta de rechazo del polen, y de manera notable se encontrd
que cuando NaStEP esta suprimido, la proteina HT-B se degrada en los tubos polinicos tanto en
cruzas compatibles como incompatibles, un caso contrario a lo que ocurre en plantas silvestres de
N. alata, en donde la degradaciéon de HT-B ocurre unicamente los tubos polincos de cruzas
compatibles (Jiménez-Durdn ef al., 2012). Con ello se propone que NaStEP es un regulador
positivo de la estabilidad de HT-B en los tubos polinicos y que posiblemente inhiba a la proteasa
encargada de degradar a HT-B en una cruza compatible (Jiménez-Duran et al., 2012).

NaSIPP se encontré como una proteina del polen que interacciona con NaStEP en mitocondrias
de tubos polinicos (Garcia-Valencia et al., 2017). Se propone que NaSIPP, al ser un transportador
de fosfato, podria formar parte del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTP) el
cual, cuando se abre, permite el flujo de calcio hacia la matriz mitocondrial y provoca un
incremento en la concentracion de fosfato inorgénico en el interior mitocondrial. Lo anterior podria
desencadenar un colapso en el potencial de membrana ademas de que esta involucrado con eventos
de muerte celular como la liberacion de citocromo C. Se propone que la interaccion entre NaStEP
y NaSIPP podria ser parte del mecanismo de apertura del PTP, lo cual contribuiria a la inhibicion
del crecimiento del tubo polinico (Garcia-Valencia et al., 2017).

Por ultimo, MAABCEF, es un transportador tipo ABC el cual asiste el ingreso de la S-RNasa al tubo
polinico en Rosaceae (Meng et al., 2014). Este podria permitir la entrada de la S-RNAsa
directamente al citosol, ya que, en algun punto del rechazo del polen, ésta debe encontrase ahi para
interaccionar con SLF.

La figura 5 incluye todos los hallazgos acerca del mecanismo bioquimico que conduce a la
inhibicion del tubo polinico en Nicotiana.
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Figura 5. Eventos que permiten el rechazo del polen en Nicotiana. Las proteinas estilares que participan en el
mecanismo de rechazo del polen ingresan a los tubos polinicos en crecimiento. NaStEP es la primera en ingresar ya
que esta se localiza en el estigma. Posteriormente ingresan la S-RNasa, 120K y HT-B. La S-RNasa tiene dos destinos
dentro del tubo polinico, uno es el citosol, donde interaccionara con SLF, y otro es la vacuola, donde permanecera
junto con 120K y HT-B en la membrana. En la cruza compatible, la S-RNasa citosolica que interaccion6 con SLF sera
ubiquitilada y degradada, mientras que aquella que se encuentra en vacuola permanecera secuestrada en dicho
compartimento. Por el contrario, en la cruza incompatible, la S-RNasa estara libre en el citoplasma debido a que la
interaccion con SLF es débil. De alguna manera se desencadenan una serie de eventos que permitiran la inhibicion del
crecimiento del tubo polinico, entre estos se encuentra la doble funcion de NaStEP, la cual, por un lado esta relacionada
con la inhibicion de la proteasa que degrada a HT-B y por el otro con su interaccion con NaSIPP en mitocondria.

Ambeas funciones de NaStEP podrian sefializar la ruptura de la vacuola que contiene a la S-RNasa, las cuales al ser
liberadas degradaran al RNA del tubo polinico.

Tubo polinico en crecimiento

citosol

2.4 Formacion de complejos entre la S-RNasa y otras proteinas estilares.

La matriz extracelular (ME) del tejido de transmision estilar (TTE) es rica en lipidos, azucares y
proteinas que interaccionan con el tubo polinico. Algunos de estos componentes lo nutren y lo
guian permitiendo su crecimiento hasta llegar al ovario; mientras que otros, estan involucrados en
el reconocimiento y rechazo de tubos polinicos incompatibles, como es el caso de la S-RNasa,
NaStEP y HT-B.

Otras glicoproteinas, ademas de la S-RNasa, también se encuentran de manera abundante en la
ME del tejido de transmision, como 120K, TTS y PELPIII (Lind et al., 1994; Wu et al., 1995; de
Graff et al., 2003). La proteina 120K es esencial en la respuesta de Al (Hancock et al., 2005) y
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también ingresa a los tubos polinicos donde colocaliza en sus vacuolas junto con la S-RNasa (Lind
et al., 1996). Cuando 120K es suprimida en plantas transgénicas, estas pierden la capacidad de
rechazar el polen dependiente del alelo S.

La proteina TTS (Transmiting Tract Specific) tiene una masa molecular de 38 kDa; sin embargo,
se modifica con diferentes cantidades de arabinogalactano generando glicoformas que van desde
los 50 kDa hasta los 100 kDa. Estas glicoformas se distribuyen en un gradiente a lo largo del
pistilo, desde el término del estigma hasta la base que se localiza cerca del ovario. TTS ingresa a
los tubos polinicos donde se desglicosila y se asocia a la pared celular, lo cual es importante para
guiar su crecimiento (Wu et al., 1995). PELPIII (Pistil Extensin-like Protein III) se localiza en la
pared celular de calosa de los tubos polinicos (de Graff ez al., 2003), aunque se desconoce cual sea
su funcidn, su papel es esencial en el rechazo del polen en cruzas interespecificas en Nicotiana
(Eberle et al., 2013).

120K, TTS y PELPIII pertenecen a una familia de proteinas denominada AGPs (Arabinogalactan
Protein) por el tipo de azucar con el cual estdn modificadas, ademas poseen extremos C-terminales
conservados ricos en Cys (Noyszewski et al., 2017). Cruz-Garcia et al. (2005) demostraron que,
en N. alata, estas proteinas forman un complejo junto con la S-RNasa, el cual podria estabilizarse
mediante puentes disulfuro generados entre los extremos C-terminal de las AGPs. A la fecha, se
desconoce la funcidon de este complejo, aunque se piensa podria permitir la entrada de todas las
proteinas juntas al tubo polinico, ya que todas ellas desempefian una funcion dentro de éste.

2.5 Busqueda de nuevos GMs de Al en Nicotiana.

Dado que atn existen muchas interrogantes acerca del mecanismo de Al dependiente de S-RNasas,
en nuestro laboratorio se han buscado nuevos GMs que permitan completar nuestro conocimiento
acerca de como ocurre el rechazo del polen. Uno de estos candidatos es un gen que codifica para
una tiorredoxina tipo 4 subgrupo 2, el cual se identificd porque los niveles de su mensajero son
mayores en N. alata BT, quien tiene un entorno genético Al, respecto a sus niveles en la planta
AC N. plumbaginifolia (McClure et al., 2011).

A la fecha, se han encontrado mas evidencias de su participacion en el rechazo del polen en
Nicotiana; por ejemplo, se ha observado su colocalizacién junto con la S-RNasa en la ME del
estilo y su interaccion in vitro con la S-RNasa y con las proteinas del complejo S-RNasa-120K-
NaTTS-NaPELPIII (Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014; Hernandez-Navarro y
Cruz-Garcia sin publicar). Ademas, se encontr6é que NaTrxh reduce a la S-RNasa in vitro (Juarez-
Diaz et al., 2006). Lo anterior sugiere su participacion en el rechazo del polen.
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2.6 Caracteristicas de las tiorredoxinas.

Las tiorredoxinas (Trx) son pequefias proteinas globulares de aproximadamente 12 kDa presentes
en todos los organismos que pertenecen a una familia de oxidorreductasas tiol:disulfuro. Estas son
proteinas reguladoras ya que catalizan la reduccion de puentes disulfuro expuestos en otras
proteinas utilizando NADPH como donador de protones (Gelhaye et al., 2004b).

Las Trxs conservan en su sitio reactivo la secuencia WCGPC, en donde las dos Cys son las
encargadas de la reduccion del puente disulfuro de la proteina blanco (Laloi et al., 2001). La Cys
localizada hacia el extremo amino del sitio reactivo es la que realiza el primer ataque nucleofilico,
lo que depende de su valor de pKa que es significativamente mas bajo que el de la segunda Cys
del sitio reactivo (Dillet et al., 1998). Con este primer paso se genera un intermediario mixto Trx-
proteina blanco que se mantiene unido mediante un puente disulfuro. En este momento el grupo
tiol de la segunda Cys tiene que ser activado para romper este puente y permitir la disociacion del
complejo Trx-blanco. El ataque ocurre hacia la primer Cys del sitio reactivo de la Trx, permitiendo
que cuando termine la reaccion la proteina blanco quede reducida y la Trx se libere en su forma
oxidada (Figura 6. A) (Dillet et al., 1998, 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 que incluye tres proteinas. La primera es una flavoproteina
homodimérica denominada Tiorredoxina Reductasa dependiente de NADPH (NTR), ésta colecta
los electrones del NADPH vy los utiliza para reducir un puente disulfuro localizado dentro de su
sitio activo a través de su grupo prostético FAD. Posteriormente, los electrones son transferidos a
una Trx oxidada en su sitio reactivo. La Trx reducida ahora transfiere esos electrones a la proteina
blanco (Figura 6. B). Al final de todo el proceso, la tiorredoxina queda oxidada y lista para ser
reducida nuevamente por NTR, mientras que la proteina blanco queda en su forma reducida. Todo
este mecanismo se denomina sistema NADPH/NTR/Trx (Meyer et al., 1999).
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Figura 6. Reduccion de proteinas por Trx. A. Mecanismo de accion. 1) El proceso inicia con el ataque nucleofilico
de la primera cisteina del sitio activo a un a&tomo 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 blanco 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).

2.7 Tiorredoxinas vegetales.

Las Trxs estan presentes en todos los seres vivos. Organismos como bacterias y animales poseen
de una a dos Trxs codificadas en su genoma. Sin embargo, las Trxs de plantas son un grupo muy
extenso. Por ejemplo, Arabidopsis thaliana tiene mas de 20 genes que codifican para Trx y
alrededor de 30 genes que codifican para Trx con sitio reactivo atipico o proteinas con dominios
TRX-like (Meyer et al., 2008).

Las Trxs vegetales se clasifican con base en su estructura primaria y su localizacion subcelular, en
8 tipos (Meyer et al., 2002). En cloroplastos se localizan las Trxs de tipo f, m, x, y y z, las cuales
participan en la regulacion de proteinas del metabolismo de carbohidratos. En mitocondria, las
Trxs de tipo o regulan 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., 2004a;
Arsova et al., 2006 y Alkhalfioui et al., 2008).

Existen otro tipo de Trxs que son las del tipo /4. Inicialmente se suponia que eran citoplasmaticas
dado que no poseen una sefal canonica de transito. Sin embargo, ahora se han inmunolocalizado
en distintos compartimentos celulares. Por ejemplo, PtTrxh2 de Populus trichocarpa se localiza
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en la mitocondria (Gelhaye et al., 2004a), las Trxs Trxhl y Trxh2 contienen una extension N-
terminal de aminoécidos hidrofobicos que la unen a la membrana plasmatica (Shi y Bhattacharyya,
1996), y las Trxs THL1 y THL2 de Brassica, que estan involucradas en el mecanismo de Al
esporofitica, son citosolicas (Cabrillac ef al., 2001).

Las Trxs tipo 4 se clasifican a su vez en tres subgrupos (Gelhaye et al., 2004b):

Subgrupo 1. Su reduccion estd mediada por NTR y la mayoria de los miembros son
citosolicos. Trxs de este subgrupo se encuentran abundantemente en el floema de A. thaliana
sugiriendo su participacion en la regulacion de los componentes del tejido vascular (Reichheld et
al., 2002).

Subgrupo 2. Se caracterizan porque poseen extremos N-terminal mas largos y por la
conservacion de la secuencia WCGPC en su sitio reactivo en todos los miembros. No tienen una
localizacion exclusiva a algun sitio celular, por ejemplo, PtTRXA2 de P. tremula esta asociada a
la mitocondria, mientras que NaTrxh de N. alata es una proteina de secrecion (Reichheld ef al.,
2002; Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014).

Subgrupo 3. Los miembros de este subgrupo también poseen extremos N-terminal mas
largos, pero ademads contienen un residuo de Cys conservado en la cuarta posicion. La secuencia
WCGPC del sitio reactivo no esta presente en todos los miembros. Algunos, como la PtTRXA44 de
P. tremula, ademas son reducidos por un sistema distinto al que involucra a NTR, el cual es a
través de la enzima glutation reductasa, también dependiente de NADPH (Gelhaye ef al., 2004a).
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3. Antecedentes.

3.1 Expresion de NaTrxh en Nicotiana.

En la bisqueda de nuevos GMs en Nicotiana utilizando la técnica de cDNA-AFLP se encontro el
fragmento cDNA-AFLP25, el cual mostr6 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 (McClure et al., 2011). El andlisis de su secuencia completa revelo que el transcrito codifica
para una Trx y mediante andlisis filogenético se agrupd dentro del tipo 4, subgrupo 2, observando
la conservacion de la secuencia del sitio reactivo WCGPC. La proteina fue denominada NaTrxh
por ser de N. alata (Juarez-Diaz et al., 2006).

La cuantificacion de los niveles de expresion de NaTrxh mediante qRT-PCR, indica que el gen se
expresa tanto en especies de Niciotiana AC como Al, con diferencias significativas en la cantidad
del transcrito (Figura 7. A) (Torres-Rodriguez, 2016).
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Figura 7. Expresion de NaTrxh en especies AC y Al de Nicotiana. A. Cuantificacion relativa del transcrito de
NaTrxh en pistilos maduros de distintas especies de Nicotiana. Los niveles del transcrito fueron normalizados con el
rRNA 18S y comparados con los niveles de N. plumbaginifolia (Torres-Rodriguez, 2016) B. 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) (Juarez-Diaz, 2006).
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Por otro lado, mediante ensayos de inmunodeteccion, se demostrd que la proteina estd ausente en
especies de Nicotiana que aceptan su propio polen (AC), pero esta presente en especies con entorno
genético de Al las cuales incluyen tanto a las especies que pueden rechazar su propio polen (Al)
como a las que poseen todos los elementos necesarios para la Al pero que pueden o no expresar a
la S-RNasa (AC*) (Figura 7. B) (Juarez-Diaz, 2006). La ausencia de la proteina en pistilo de
especies AC se puede deber a distintas razones, una de ellas es que exista una regulacion a nivel
del transcrito de NaTrxh en estas plantas. También es posible que la proteina no sea transportada
a ese tejido. Juarez-Diaz et al. (2006) observaron que NaTrxh es producida por el ovario en N.
alata y en este sitio podria ser secretada para ser transportada hacia el pistilo. Por tltimo, existe la
posibilidad de que se produzca la proteina pero que sea degradada rapidamente y que por ello no
se detecte.

3.2 Interaccion de NaTrxh con la S-RNasa.

NaTrxh es secretada a la matriz extracelular de las células del tejido de transmision estilar en donde
colocaliza con la S-RNasa (Juarez-Diaz et al., 2006). De acuerdo con su clasificacion, NaTrxh
pertenece al subgrupo 2 de las Trxs tipo %, que se caracterizan porque su extremo N-terminal es
mas largo respecto a las demas Trxs; ademads, el extremo C-terminal de NaTrxh también es mas
extenso (Avila-Castafieda et al., 2014). Previamente, se definieron tres dominios presentes en estas
extensiones, los cuales fueron denominados Na, N y C-terminal (Figura 8. A; Avila-Castafieda
etal.,2014).

Mediante ensayos de expresion transitoria en células de epidermis de cebolla con versiones
mutantes de la proteina NaTrxh y fusionadas a GFP, se demostré que el dominio interno Nf (que
comprende desde la Ala;7 hasta la Pro,7), de naturaleza hidrofilica, dirige la secrecion de NaTrxh
al espacio extracelular a través de una via que involucra el reticulo endoplasmatico, el aparato de
Golgi y vesiculas de secrecion (Avila-Castafieda et al., 2014). Ademas de NaTrxh, Gelhaye et al.
(2000) demostraron que la extension N-terminal de PtTrxh2 de P. trichocarpa, también estd
relacionada con su transito, aunque en este caso es hacia la mitocondria.

La secrecion de NaTrxh al espacio extracelular del tejido de transmision estilar también se observo
por medio de analisis inmunohistoquimico utilizando microscopia confocal. Los ensayos fueron
realizados en cortes de pistilo y utilizando un anticuerpo primario anti-NaTrxh y como secundario
anti-conejo conjugado a un fluorocromo para detectar la fluorescencia de la proteina (Juarez-Diaz
et al., 2006).

Ademas de colocalizar en la ME, la S-RNasa y NaTrxh también interaccionan (Juarez-Diaz et al.,
2006). Esta interaccion fue estudiada a través de la cromatografia de afinidad utilizando columnas
cuyos ligandos fueron distintas versiones de NaTrxh donde se eliminaron los dominios
previamente definidos (Avila-Castafieda et al., 2014). Los resultados corroboraron que NaTrxh
interacciona con mayor afinidad con la S-RNasa; sin embargo, cuando el dominio C-terminal es
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removido, la proteina se une con menor afinidad. Avila-Castafieda et al. (2014) concluyen que el
dominio C-terminal de NaTrxh es el responsable de la interaccion entre estas dos proteinas, no
obstante, analizando con mayor detalle sus resultados, es posible decir que los dominios Na y Nf3,
también contribuyen con la interaccion, ya que al ser removidos se reduce la afinidad de NaTrxh
por la S-RNasa, aunque no de la misma manera como cuando se remueve dominio C-terminal
(Figura 8. B).
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Figura 8. Interaccion de NaTrxh con la S-RNasa. A. Esquema de NaTrxh mostrando los dominios Na, Nf
(Indispensable para su secrecion al espacio extracelular) y C-terminal. B. Interaccion de NaTrxh con la Sios-RNasa.
Extractos de proteina total de estilos de N. alata Si0sS105 se pasaron a través de las columnas de afinidad Affi-Gel-
NaTrxh (1), Affi-Gel-NaTrxhANa (2), Affi-Gel-NaTrxhANaf (3), y Affi-Gel-NaTrxhACOO (4). La S-RNasa se une
a la proteina NaTrxh completa, pero cuando la tiorredoxina carece de los dominios Na. y NP la afinidad por la S-
RNasa disminuye. La interaccion se ve severamente afectada cuando se elimina el dominio C-terminal de NaTrxh,
indicando que este dominio es quien contribuye mayoritariamente a la interaccion entre ambas proteinas. UB (fraccion
no unida) W1, W5 y W10 (lavados 1, 5 y 10) Tw, NaCl (lavados con 1% de Tween 20 o0 0.1 y 0.2 M de NaCl,
respectivamente), B (elucion con 50 mM glicina pH 2.6). Todas las fracciones se analizaron por inmunodeteccion con
el anticuerpo Anti-Si0s-RNasa (Tomado de Avila-Castafieda et al., 2014).

3.3 Reduccion in vitro de la S-RNasa por NaTrxh.

Previamente, se realiz6 una bisqueda de los sustratos de NaTrxh en pistilos de N. alata (Juarez-
Diaz et al., 2006). Para ello se utilizo la metodologia de Yano ef al. (2001) en la cual, el extracto
total de proteinas es reducido con la Trx y posteriormente es marcado con Monobromobimano
(mBBr), el cual es un compuesto que se une a los sulthidrilos y fluoresce al ser expuesto a luz UV.
Las proteinas que son reducidas por la Trx se visualizan en una electroforesis de doble dimension,
donde la primera dimension es no reductora y la segunda reductora. Aquellas proteinas con
sulthidrilos libres antes de la primera reduccion, fluorescen por la presencia del mBBr y ademas
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se localizan en una diagonal después de la segunda dimension (Figura 9. A). Como resultado de
estos experimentos se demostré que la S-RNasa es reducida por NaTrxh in vitro (Figura 9. B)
(Juarez-Diaz et al., 2006).
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Figura 9. Reduccion in vitro de 1a S-RNasa por NaTrxh. A. Estrategia para identificar blancos de Trxs a través de
la fluorescencia de sulfhidrilos marcados con mBBr y electroforesis en doble dimension (Yano et al., 2001). B.
Extractos de proteina total de matriz extracelular de tejido de transmision estilar de N. alata Si05S105 sin reducir,
reducidos con DTT o con NaTrxh + NADPH + NTR, se trataron con mBBr para marcar los sulthidrilos expuestos en
las proteinas. Después de la segunda dimension es posible ver a la S-RNasa reducida tanto por DTT como por NaTrxh.
Ademas, se muestra la inmunodeteccion de la Sios-RNasa que fue reducida con NaTrxh (Tomado de Juarez-Diaz et
al., 2006).

La reduccion de puentes disulfuro en las proteinas provoca cambios estructurales que pueden tener
distintas consecuencias. Por ello es de gran importancia conocer cudles son los efectos de la
reduccion de la S-RNasa por NaTrxh.

A la fecha solo se ha reportado una estructura cristalografica de una S-RNasa, la cual es el
haplotipo Sri1 de N. alata (Ida et al., 2001). Todas las S-RNasas poseen dos regiones
hipervariables, que se propone estan involucradas en el reconocimiento de SLF (Matton et al.,
1997). Independientemente de estas dos regiones, la estructura de las S-RNasas estd altamente
conservada y se sabe que es estabilizada por cuatro puentes disulfuro (Oxley y Bacic, 1996).
Ademas de las Cys involucradas en la formacion de los puentes disulfuro, todas las S-RNasas
contienen una o dos Cys libres que se encuentran reducidas (Ida et al., 2001; Oxley y Bacic, 1996).
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La posicion tan conservada de los puentes disulfuro en las S-RNasas revela su gran importancia
estructural. Asimismo, la ruptura especifica de un determinado puente disulfuro podria provocar
cambios estructurales muy precisos que tengan consecuencias importantes en la funcion de la
proteina.

3.4 Interaccion de NaTrxh con las proteinas 120K, NaTTS y NaPELPIIIL.

Como se menciond anteriormente, la S-RNasa forma complejos con las glicoproteinas estilares
120K, NaTTS y NaPELPIII (Cruz-Garcia et al., 2005), de las cuales 120K es esencial para la Al
(Hancock et al., 2005), mientras que NaTTS y NaPELPIII, si bien no estan involucradas en el
rechazo del polen, son cruciales para el crecimiento del tubo polinico (Wu et al., 1995; de Graff et
al., 2003). Aunque no se conoce la arquitectura del complejo formado entre la S-RNasa y las
glicoproteinas, se cree que, dado que es muy estable podria estar estabilizado mediante puentes
disulfuro intermoleculares (Cruz-Garcia et al., 2005).

Previamente en nuestro laboratorio, se establecioé un protocolo para la purificacion de la proteina
120K. Después de pasar un extracto total de proteinas de pistilo a través de una columna de
intercambio i6nico, se obtiene una fraccion enriquecida en las glicoproteinas 120K, NaTTS y
NaPELPIIL. Cuando esta fraccion es separada a través de cromatografia de afinidad en una
columna que contiene a NaTrxh como ligando, las tres glicoproteinas son retenidas, siendo 120K
la que se une con mayor afinidad a NaTrxh (Figura 10) (Herndndez-Navarro y Cruz Garcia, datos
sin publicar).
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Figura 10. Interaccion de NaTrxh con las proteinas 120K, NaTTS y NaPELPIII. Las proteinas estilares 120K,
NaTTS y NaPELPIII fueron retenidas en una matriz de afinidad que contenia a NaTrxh como ligando. 120K fue quien
present6 mayor afinidad por NaTrxh. Panel superior: Tincion con plata. Paneles inferiores: Inmunodeteccion con los
sueros anti-120K, TTS y PELPIII. EC=Extracto crudo, UB= Fraccion no unida, L = Lavados, M NaCl= Eluciones
con gradiente de NaCl. Noétese que las tres proteinas presentan afinidad por la matriz de NaTrxh, siendo 120K la que
se une con mayor afinidad.
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El hecho de que exista una interaccion fuerte entre NaTrxh y las proteinas del complejo S-RNasa-
120K-NaTTS-NaPEPLIII, indica que esta tiorredoxina podria formar parte de dicho complejo.
Ademas, dada su actividad reductora es posible que, ademds de la S-RNasa, alguna otra proteina
del complejo sea blanco de su reduccion y que esto provoque modificaciones sobre la estructura
del complejo.

Aunque atn se desconoce cudl es la funcion de este complejo de proteinas estilares, se propone
que permite el ingreso de todas las proteinas juntas al tubo polinico (Cruz-Garcia et al., 2005). De
ser asi, una vez que han alcanzado el citoplasma del tubo polinico, cada proteina debe desempenar
una funcioén particular, para ello seria importante que se disociaran. En este punto, la reduccion del
complejo podria ser crucial para permitir dicha disociacion.

Las evidencias anteriores colocan a NaTrxh como un fuerte candidato a ser un GM involucrado en
la respuesta del rechazo del polen dependiente del locus S en Nicotiana, participando
probablemente a través de su actividad reductora, ya sea sobre la S-RNasa o bien, sobre alguna
otra proteina esencial en la Al como 120K.
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4. Hipotesis.

Dado que NaTrxh se expresa mayoritariamente en pistilos de especies Al y ademads interacciona
con 120K y con la S-RNasa a la cual reduce, se sugiere que esta tiorredoxina esta involucrada en
el rechazo del polen en Nicotiana.

5. Objetivos.

5.1 Objetivo general.

Evaluar la participacion de NaTrxh en el rechazo del polen en Nicotiana, asi como su posible
mecanismo bioquimico.

5.2 Objetivos particulares.

I. Determinar mediante experimentos de ganancia de funcion en plantas transgénicas si
NaTrxh es esencial en el rechazo del polen en Nicotiana.

II. Evaluar el efecto de la reduccién de la S-RNasa por NaTrxh sobre su actividad de
ribonucleasa.

II1. Determinar si los extremos N y C-terminal de NaTrxh estan involucrados con la reduccion
de la S-RNasa.

IV. Determinar cudles puentes disulfuro son reducidos en la Scio-RNasa por NaTrxh.

V. Evaluar la interaccion entre NaTrxh y la S-RNasa mediante dindmica molecular.

VI. Evaluar si NaTrxh forma parte o reduce los complejos S-RNasa-NaTTS-120K-NaPELPIII.
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6. Materiales y métodos

6.1 Material biologico

Las plantas utilizadas en el presente estudio fueron Nicotiana alata Al (genotipos Sa2Sa2, ScioScio
and S105S10s), N. glauca AC, N. tabacum 'Praecox’ (Beecher y McClure, 2001; Murfett et al.,
1994), N. plumbaginifolia AC (inventario TW107, 43B), N. longiflora AC (Inventario TW79,
30A), N. rastroensis Al'y N. benthamiana AC (Lee et al., 2009). Todas las plantas se mantuvieron
en invernadero.

6.2 Generacion del gen mutante NaTrxhss.

Para generar la mutante en el sitio activo de NaTrxh se utiliz6 la metodologia de mutagénesis sitio
dirigida descrita por Ho ef al. (1989). Mediante dos reacciones de PCR independientes se generan
dos fragmentos de la secuencia del gen que se sobrelapan. Cada reaccion utiliza un oligonucledtido
que hibrida con uno de los extremos del gen y uno interno que hibrida con el sitio donde se realizara
la mutacion y que ademads contiene dentro de su secuencia las bases que seran reemplazadas, para
que los productos incorporen la mutacion. Con estas dos primeras reacciones de PCR se generan
dos amplicones que se sobrelapan cerca del sitio de la mutacion de manera que, en la siguiente
reaccion, éstos pueden ser alineados entre ellos. Durante el primer ciclo del tercer PCR, los
extremos 3'OH de los dos fragmentos de DNA que se sobrelapan, son extendidos por la DNA
polimerasa generando el producto mutado que serda amplificado en los siguientes ciclos de la
reaccion de PCR (Figura 11).

Los oligonucledtidos utilizados para generar NaTrxhss fueron los siguientes FDNaTrxh (forward)
5"  CATGCCATGGATGGGATCGTATCTTTCAAG 3" y RINaCS (reverse) 5’
CTCCATCATTTTACTGGGCCCACTCCA 3’, para amplificar NaTrxh en la region rio arriba de
los nucledtidos que codifican para el sitio reactivo, y F2NaCS (foward) 5’
GCGGCTACATGGAGTGGGCCCAGT 3’ y RThypex (reverse) 5
GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3’, para amplificar NaTrxh en la region rio
abajo de los nucledtidos que codifican para el sitio reactivo. Los nucledtidos reemplazados
comprenden los codones TGT y TGC, los cuales codifican para las dos Cys del sitio reactivo de
NaTrxh,y fueron reemplazados por AGT que codifica para Ser (subrayados en la secuencia de los
oligonucle6tidos). El DNA templado fue NaTrxh tipo silvestre clonado en el vector
pEARLEY103.
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Figura 11. Mutagénesis sitio dirigida para la generacion de NaTrxhss por medio de PCR. Los oligonucleotidos
para el PCR 1 y 2 se muestran con flechas azules y verdes, respectivamente. Los oligonucledtidos reverse (azul) y
forward (verde) de estas dos primeras reacciones contienen las mutaciones. Para el PCR 3 se utilizan los
oligonucleotidos que amplifican el gen completo el cual ya contiene las mutaciones generadas.

La mezcla de reaccion para PCR se realizd de la siguiente manera:

0.3 pul Oligonucleotido forward (10 pM)

0.3 pul Oligonucleotido reverse (10 pM)

5 ul Mix Dream Taq DNA polimerasa (Taq DNA polimerasa, 0.4 mM dNTPs, 4 mM
MgCly)

50 ng DNA templado

Llevar a 10 pl con H.O

Se utilizaron las condiciones para la amplificacion por PCR indicadas en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones empleadas para la amplificacion por PCR.

Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion 95 5 min -—-
inicial
Desnaturalizacion 95 30s
Alineamiento 59 30s 32
Elongacion 72 60 min
Elongacion final 72 5 min -

34



Los productos de las dos reacciones de PCR fueron separados electroforéticamente en un gel de
agarosa al 2%, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. Posteriormente, se
extrajeron del gel (Anexo 1) para ser utilizados como templado del PCR 3 que fusiona los dos
fragmentos que contienen la mutacion. Para esta amplificacion se utilizaron los oligonucledtidos
FDNaTrxh y RThypex. El producto resultado de esta ultima amplificacion fue separado
electroforéticamente y se extrajo del gel para clonarse en el vector pJET (Thermo Scientific) de la
siguiente manera:

a) Mezclar los componentes de la reaccion:

10 pl 2X amortiguador de reaccion

1 pl producto de PCR purificado

1 pul (50 ng/ul) pJET1.2/blut cloning vector
Llevar a un volumen final de 20 pl con H>O

b) Mezclar y afiadir 1 ul de T4 DNA ligasa.
c) Mezclar con vortex y centrifugar 5 s.

d) Incubar la mezcla de ligacion a 22°C 5 min.

e) Transformar células quimicamente competentes con 2 pul de reaccion de ligacion (Anexo 2).

Las colonias transformadas se crecieron en 3 ml de medio LB liquido para extraer DNA plasmidico
(Anexo 3). El plasmido extraido se mando a secuenciar para verificar las mutaciones.

6.3 Generacion de la construccion pK2GWF7:NaTrxhss para transformacion de N
plumbaginifolia.

El gen mutado fue denominado NaTrxhss, y amplificado nuevamente utilizando los
oligonucledtidos TRXcace (forward) 5 CACCATGGGATCGTATCTTTCAAGTTTGCT 3’ y
RThypex (reverse) 5 GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3’. El fragmento
generado contiene la secuencia 5"CACC 3’ hacia el 5'del gen que es necesaria para su clonacion
en del vector pENTR (Figura 12. A) de acuerdo con el siguiente protocolo:

a) Mezclar:

4 pl producto de PCR
1 pl solucion salina 1:4
4 ul vector, pENTR

b) Incubar 5 min a TA.
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c¢) Colocar en hielo y transformar células E. coli TOP10 quimicamente competentes.

Posteriormente, el vector pENTR que contiene a NaTrxhss fue utilizado como vector de entrada
para realizar una reaccion de recombinacion por medio del sistema Gateway con el vector binario
pK2GW?7 (Figura 12. B), el cual incluye el promotor y terminador CAMV 35S. La reaccion de
recombinacion por el sistema Gateway se realizd de la siguiente manera:

a) Mezclar:

1 ul vector de entrada, pENTR:NaTrxhss (100 ng/ul)
1 pl vector destino, pK2GWF7 (200 ng/ul)
4 pl amortiguador TE pH 8.0
b) Mezclar la LR Clonasa por vortex 2 s y afiadir 1 pl a la mezcla anterior.
¢) Incubar a 25°C durante 16 h.
d) Anadir 1 ul de proteinasa K (2 ug/ul)
¢) Incubar 37°C durante 10 min.
f) Transformar células de E. coli TOP10 quimicamente competentes.

Se verificaron las colonias transformantes por medio de analisis de restriccion y secuenciacion del
inserto (NaTrxhss). El plasmido pK2GWF7::NaTrxhss fue purificado y se utilizé para transformar
células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Anexo 4).
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Figura 12. Vectores utilizados para la clonacion de NaTrxhss. A. pPENTR fue utilizado como vector de entrada,
NaTrxhss se clon6 entre los sitios attL1 y attL2. B. pPK2GW7 es el vector binario para expresar NaTrxhss en Nicotiana.
El gen entra por recombinacion homologa entre los sitios attR1 y attR2, reemplazando al gen ccdB (rojo) y su
expresion esta controlada por el promotor CAMYV 35S (amarillo). Este plasmido tiene resistencia a Espectinomicina
en bacterias y a Kanamicina en plantas (ambas mostradas en rosa).
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6.4. Transformacion de N. plumbaginifolia mediante infeccion con A. tumefaciens y
generacion de hibridos con V. alata.

La transformaciéon de N. plumbaginifolia se llevd a cabo con A. tumefaciens que contiene al
plasmido pK2GWEF7::NaTrxhss, siguiendo la metodologia aqui descrita:

a) Inocular un tubo que contenga 5 ml de LB con A. tumefaciens que contenga la construccion
pK2GWF7::NaTrxhss. Dejar creciendo a 28°C en agitacion constante hasta obtener crecimiento
denso (aproximadamente 2 a 3 dias).

b) Inocular con el pre-cultivo un matraz con 40 ml de medio LB e incubar hasta una D.O. de 0.5-
0.6.

c) Centrifugar en un tubo falcon estéril los 40 ml del cultivo durante 10 min a 5000 rpm a 4°C.

d) Resuspender en 40 ml de medio liquido de infeccion NAP6-4 + 4 mg/L de 3’,5-Dimethoxy-4’-
hidroxiacetofena (acetosiringona) (Anexo 6) para generar la solucion de infeccion y verter en 1 o
2 cajas de Petri grandes.

e) Desinfectar hojas jovenes en solucion de Cloralex al 10 % con unas gotas de Tween 20 por 15
min en agitacion constante.

f) Lavar 3 veces con agua estéril por 5 min.
g) Eliminar la nervadura de las hojas y cortar cuadros de 1 cm.
h) Colocar los explantes en la solucion de infeccion por un periodo de 15 min.

1) Eliminar el exceso de solucion de infeccion de los explantes y pasarlos a frascos con medio
solido de infeccion NAP6 + acetosiringona e incubarlos por 3 dias en luz a 25°C. Los explantes
deben ser colocados con el envés en contacto con el medio.

j) Pasar los explantes a solucion de lavado NAP6-4 + antibioticos (100 mg/L de kanamicina como
antibidtico de seleccion y 100 mg/L Cefotaxima, 100 mg/L Vancomicina para eliminar a.
tumefaciens) agitar por 5 min. Repetir este paso dos veces mas.

k) Eliminar el exceso de liquido de los explantes lavados y pasarlos a medio sélido de seleccion
NAP6-4 + antibidticos. Incubar a 25°C con luz constante.

1) Subcultivar cada 2 semanas en este mismo medio de seleccion por 6 semanas.

m) Una vez que se han generado las primeras hojas, pasar las pequefias plantulas individualizadas
a medio MS (Anexo 5) para permitir la formacion de raices.

n) Una vez que las plantas han desarrollado raiz, pasar a tierra y mantener en invernadero.
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La presencia del transgen fue verificada en las plantas transformadas mediante PCR a partir de
gDNA (Anexo 6). Los oligonucleotidos utilizados fueron FWTRXSS (forward) 5°
GGAGAGGACTCCGGTATTTTTAC 37, el cual se alinea a una secuencia dentro del promotor
358 del vector pK2GWF7, y RThypex (reverse) 5
GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3’ que se alinea a NaTrxh.

Se obtuvieron 3 lineas transgénicas de N. plumbaginifolia. Una vez que estas llegaron a la etapa
de floracion, se realizaron polinizaciones con polen de N. alata Sa2Sa2 o0 Sci0Sc1o, para generar los
hibridos N. plumbaginifolia: :NaTrxhss x N. alata SoSa2 0 SoScio. También se generaron hibridos
control N. plumbaginifolia tipo silvestre x N. alata SoScio.

La presencia del transgen NaTrxhss fue verificada en los hibridos mediante PCR utilizando como
templado DNA gendémico y con los oligonucleétidos FWTRXSS y RThypex (descritos
previamente).

6.5 Evaluacion del crecimiento de tubos polinicos mediante su tincion con azul de anilina.

Se realizaron polinizaciones en los hibridos transgénicos y en los hibridos no transformados
(control) con polen de N. alata tipo silvestre Sa2Sa2 0 Sci0Scio, N. plumbaginifolia o N. tabacum.

a) Emascular flores 48 h antes de la antesis.
b) 48 h después polinizar.

c) Después de 72 h de la polinizacion, colectar los pistilos polinizados y fijarlos en una solucion
de etanol: acido acético (3:1) durante 1 dia.

d) Transferir los pistilos a una solucion de sulfito de sodio 10% y reblandecer el tejido 5 min en
autoclave.

e) Transferir los pistilos a una solucion de azul de anilina 0.1% durante 1 dia en obscuridad.

f) Montar los pistilos en portaobjetos adicionando un poco de la solucién de azul de anilina.
Colocar un cubreobjetos encima y aplastar con los dedos.

g) Sellar con barniz de ufias transparente.

h) Observar en microscopio de fluorescencia Olympus Provis AX70 a 360 nm.

6.6 Extraccion de RNA total de pistilo de los hibridos N. plumbaginifolia x N. alata.

Se extrajo el RNA total de pistilo de los hibridos N. plumbaginifolia::NaTrxhss x N. alata
utilizando el método que a continuacion se describe:
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a) Pesar 100 mg de tejido fresco y pulverizar en un mortero con pistilo con nitrogeno liquido. Pasar
la muestra a un tubo de 1.5 ml y afadir inmediatamente 1 ml de Tri Reagent (Sigma). Agitar
vigorosamente.

b) Incubar la muestra homogenizada por 5 min a TA.
c¢) Anadir 0.2 ml de cloroformo y mezclar por inversion durante 15 s. Incubar de 2 a 3 min a TA.
d) Centrifugar la muestra a 12,000 g durante 15 min a 4°C.

e) Pasar la fase acuosa a un tubo nuevo. Anadir de 5 a 10 pg de glicégeno libre de RNasa y 0.5 ml
de isopropanol al 100%. Incubar a temperatura ambiente por 10 min.

f) Centrifugar 10 min a 12,000 g a 4°C.
g) Remover por completo el sobrenadante y afiadir 1 ml de etanol al 75%. Agitar con vortex.
h) Centrifugar 5 min a 7,500 g. Retirar el sobrenadante y secar el pellet al aire por 10 min.

1) Resuspender el pellet 50 pl de H-O DEPC.

Para eliminar la posible contaminacion con DNA, el RNA extraido se sometié a un tratamiento
con DNasa I (New England Biolabs) de la siguiente manera:

a) Llevar la muestra a un volumen de 100 pl con amortiguador de reaccion (Tris HCI 10 mM pH
7.6, MgCl, 2.5 mM y CaCl, 0.5 mM).

b) Anadir 2 unidades de DNasa I
¢) Incubar a 37°C durante 10 min

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

Posterior al tratamiento con DNasal, el RNA total fue extraido nuevamente de la siguiente manera:
a) Anadir 100 pl de PCI 50:49:1 (Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico) y agitar vigorosamente.
b) Centrifugar la muestra a 12,000 g durante 15 min a 4°C.

c) Pasar la fase acuosa a un tubo nuevo. Afiadir 0.5 ml de isopropanol al 100%. Incubar a
temperatura ambiente por 10 min.

d) Centrifugar 10 min a 12,000 g a 4°C.
e) Remover por completo el sobrenadante y afiadir 0.5 ml de etanol al 75%. Agitar con vortex.

f) Centrifugar 5 min a 7,500 g. Retirar el sobrenadante y secar el pellet al aire por 10 min.
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g) Resuspender el pellet en 50 ul de H-O DEPC.

Se cuantificé el RNA en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), se ajusto la cantidad a 100 ng y se
observd en un gel de agarosa al 2% en condiciones desnaturalizantes [MAE 1X pH 7.0 (MOPS
0.02%, acetato de sodio 5 mM pH 7.0, EDTA 1 mM), formaldehido 1.1%, bromuro de etidio
0.0015 mg/ml]. Se cargd en el gel 1 ul de RNA mezclado con 4 pl de amortiguador de carga [80%
formamida, EDTA 1 mM pH 8.0, 0.1% (w/v) azul de bromofenol y 0.1% (w/v) xylen cyanol]
previamente desnaturalizados por 5 min a 60°C.

6.7 Sintesis de cDNA.

El RNA total extraido se utiliz6 para la sintesis de cDNA, esto con el objetivo de evaluar la
expresion del gen mutante NaTrxhss y de algunos genes estilares esenciales en la Al (S-RNasa,
120K, NaStEP y HT-B). Para la sintesis se emple6 la enzima M-MLVRT (Sigma) con el siguiente
protocolo:

a) Mezclar en un volumen final de 10 pl con H,O DEPC:

1 uM Oligonucledtido DT
1 mM dNTP’s
5 ng RNA total

b) Incubar a 70°C durante 10 min.

c) Colocar en hielo 2 min y afiadir:

2 pl amortiguador 10X
1 ul M-MLVRT (200U)
7 ul HO DEPC

d) Incubar 10 min a temperatura ambiente.
¢) Incubar 50 min a 37°C.

e) Incubar 10 min a 80°C para desactivar la enzima.

El cDNA sintetizado fue utilizado como molde para la amplificacion por PCR de los transcritos
que se enlistan en la tabla 2 con sus respectivos oligonucledtidos.
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Tabla 2. Transcritos evaluados en el presente estudio y oligonucleotidos utilizados para su
amplificacion.

Transcrito

tipo
silvestre
NaTrxh

Oligonucleétidos

FWWCGPC

5’GCTACATGGTGTGGGCCCTGC 3’

RVNaTWT
5’CCAACCACTCTCTCTACTTCCTTTCCTTGC 3’

™
(Temperatura
de
alineamiento)
72°C

Longitud del
amplicon
esperado

188pb

NaTrxhss

FWWSGPS

5'GCTACATGGAGTGGGCCCAGT 3’

RVNaTSS
5’GGACATGAAATTTAGTTCGATAATTACTAGCAGC
3

63.5°C

279pb

Scio-
RNasa

SC10P1

5" GACCTAACCACCGCAGAAAC 3’
SC10P2
5’CATCGAGTCGAAACATATGCC 3’

60°C

300pb

S42-RNasa

SA2P1

5" AAAGTACCATCGCGACTTCG 3’
SA2P2

5" TGTGAAGTTATTCATCGTCGG 3’

60°C

400pb

120K

FC-120KpACT
5’CATGCCATGGAGAAGCCTCTAATCATCGTCGGCCA
2

120KREVERSE
5'CGCGGATCCGGTCTTTCTAATAATGAAGAGCTCG
2

65°C

500pb

NaStEP

KpnNaStEP
5'GTATCAGGTACCATGTTCCTCTTGCTTTCAACTAC
3

NaStePXhol
5'GTACACTCGAGTTATGCATCAGTCTTCTGGAATTTC
3

57°C

750pb

HT-B

FECOHT-C

5" GAATTCATGGCACTTAAGGCAAATGTTCTTATTC 3’
R-NOTHT-B

5" GCGGCCGCCTAACAACAAACGGTTTGACAGA 3’

59°C

300pb

Ubigq

FWUbiq

5" GACAAGGTGACGGGTTGACT 3’
RvUbiq

5" AGATCCAGGACAAGGAGGGT 3’

59°C

400pb

Los productos de amplificacion fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa al 1%,
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.
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6.8 Extraccion de proteina total de pistilo.

Para evaluar la presencia de las proteinas S-RNasa, 120K, NaStEP y HT-B en los pistilos de los
hibridos transformados con NaTrxhss, se colectaron 100 mg de pistilos de cada planta y se extrajo
proteina total de la siguiente manera:

a) Triturar el tejido con N liquido hasta tener un polvo fino.

b) Anadir 500 pl de buffer de extraccion (acetato de sodio 5S0mM pH 5, NaCl 50mM, f-
mercaptoetanol 1%).

c¢) Mezclar perfectamente con vortex y centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C.
d) Recuperar el sobrenadante y almacenar a -20°C hasta su uso.

El extracto total de proteinas se utilizd para realizar una electroforesis en un gel SDS-PAGE
(Anexo 7). Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF de 0.45 pm
durante 20 min a 75 mA. Se realizaron 5 membranas, cada una para inmunodetectar a cada proteina
(HT-B, NaStEP, 120K, Sa>-RNasa y Scio-RNasa) de la siguiente manera:

a) Incubar la membrana en solucion de bloqueo (Leche baja en grasa 5% en PBS y Tween 20
0.1%) durante 1 h a TA en agitacion.

b) Retirar la solucion de bloqueo y anadir el anticuerpo primario correspondiente (HT-B 1:2 000,
NaStEP 1:10,000, 120K 1:10,000, Sa>-RNasa 1:10,000 y Scio-RNasa 1:10,000) diluido en
solucion de bloqueo e incubar durante 4 h a TA en agitacion.

c) Retirar la solucion con el anticuerpo primario y realizar dos lavados de 5 min cada uno con PBS.

d) Incubar la membrana con el anticuerpo secundario correspondiente (Anti-conejo fosfatasa
1:10,000 para HT-B, NaStEP, 120K y Sa>-RNasa y Anti-raton fosfatasa 1:10,000 para Scio-
RNasa) diluido en solucion de bloqueo e incubar durante 2 h a TA en agitacion.

e) Retirar la solucion con el anticuerpo secundario y realizar dos lavados de 5 min cada uno con
PBS.

La proteina fue revelada con fosfatasa alcalina de la siguiente manera:

a) Realizar un lavado de la membrana con amortiguador de fosfatasa (100 mM NaCl, 5 mM MgCla,
100 mM Tris-HCI pH 9.5) durante 10 min.

b) Transferir la membrana a una solucién de 1% de NBT y 1% de BCIP en amortiguador de
fosfatasas. Incubar hasta que aparezca una sefial pirpura.

c¢) Detener la reaccion con H2O y 50 mM EDTA pHS.0.
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6.9 Purificacion de la proteina NaTrxh.

Previamente en el laboratorio se generaron las construcciones para sobreexpresar a la proteina
NaTrxh fusionada a GST (Glutation-S-Transferasa) en células de E. coli BL21 (DE3) pLysS. Las
construcciones contienen distintas versiones del gen NaTrxh (Figura 13. A), y estan clonadas
dentro del vector pGEX 4T-2 (Figura 13. B) el cual permite la expresion de la proteina fusionada
al extremo C-terminal de GST (Juarez-Diaz, 2005 y Avila-Castafieda et al., 2014). NaTrxhss fue
clonada en el mismo vector para su sobreexpresion.

NaTrxh Thrombin
. . Leu Val Pro ArglGIy SerIPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
Na NB Active site COOr CTG GTT CCG CGT GGA TCC, CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA
=t St 44— -
Sall Notl Stop codon
Smal Xhol
M; AsgliA;; Py Ws1CerGg3PeCes Eias Qss
NaTrxhgg
BspMI
E WirSe2Gs3PesSss j
Pstl
NaTrxhANa
NaTrxhANof
N Nor
AWNI
EcoRV
NaTrxhACOO ”
BssHil
- 4« ol

PBR322

BstEN o

Miul

Figura 13. A. Distintas versiones de NaTrxh clonadas para su sobreexpresion. Se indican los aminoacidos que
constituyen los dominios Na, Nf§ y C-terminal, asi como el sitio activo. En cada una de las versiones, se eliminaron
los nucleotidos que codifican para el dominio que se indica. B. Esquema del vector pGEX-4T-2 mostrando el sitio de
clonacion multiple. NaTrxh esta clonado dentro de los sitios BamHI y EcoRI sefialados, 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 y el vector presenta el gen de resistencia a Ampicilina (Amp").

El protocolo para sobreexpresar las proteinas de fusion es el siguiente:

a) Tomar 15 pl de un cultivo congelado en glicerol e inocularlos en 10 ml de medio LB con 100
mg/L de Ampicilina. Incubar a 37°C en agitacion de 12 a 15 h.

b) Inocular 100 ml de medio LB con el precultivo. Incubar a 37°C en agitacion hasta llegar a una
D.O.de0.520.7.

c) Agregar IPTG a los cultivos a una concentracion final de 0.1 mM para inducir la expresion.
Continuar con la incubacion de 3 h.
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d) Centrifugar el cultivo a 8,000 rpm durante 10 min a 4°C. Decantar el sobrenadante y drenar el
pellet (ponerlo en hielo).

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

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

g) Agregar Triton X-100 al 20% hasta llegar a una concentracion final de 1%. Mezclar suavemente
durante 30 min en hielo para mejorar la solubilizacion de la proteina de fusion.

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

La purificacion de la proteina se realizo a partir de la fase soluble del sonicado bacteriano por
cromatografia de afinidad utilizando la resina Glutation-Agarosa (Sigma) de acuerdo con los los
siguientes pasos:

1) Anadir a la fraccion soluble del sonicado 0.2 ml de resina Glutation-Agarosa hidratada por cada
10 ml de fraccion soluble. Incubar durante 1 h a TA con agitacion.

J) Sedimentar la matriz por centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min. Recuperar el sobrenadante
por pipeteo (fraccién no unida) y tomar una alicuota de 10 pl para analizar en un SDS-PAGE.

k) Hacer un lavado con 1 ml de PBS por cada ml de volumen cama. Centrifugar a 1,000 rpm
durante 5 min. Retirar el sobrenadante. Repetir el lavado dos veces mas.

1) Para eluir la proteina de fusion afiadir 1 ml de buffer de elucion (10 mM Glutation reducido, Tris
50 mM pH 9.0) por cada ml de volumen cama.

m) Repetir la elucion 3 veces y juntar los eluatos.

La GST presenta afinidad al glutation oxidado, el cual esta unido covalentemente a la matriz de
agarosa. La elucion de la proteina se logra por competencia con glutation reducido, ya que este
presenta una mayor afinidad que GST. El eluato contiene a la proteina de fusion, sin embargo, para
los ensayos posteriores se requiere a la NaTrxh libre de GST, por lo que se trat6 a la proteina de
fusion eluida de Glutation-Agarosa con 25 U de la proteasa trombina (Amersham) resuspendida
en PBS (1 U/ul) durante 14 h en agitacion a TA. La trombina es una proteasa que rompe a la
cadena polipeptidica entre los residuos Arg y Gly 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 13.
B).

44



Posteriormente, el eluato tratado con trombina fue dializado con amortiguador PBS durante toda
la noche a 4°C en agitacion utilizando membranas de diélisis Spectra/Pro 6-8 kDa.

Para purificar a NaTrxh de GST, se utiliz6 la columna HiLoad Superdex 16/600, 200 pg (GE
Healthcare) de filtracion molecular, la cual previamente se equilibré con 5 volumenes cama de

PBS. La proteina se paso a través de la columna con un flujo de 1 ml/min y se colectaron fracciones
de 3 ml.

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

6.10 Purificacion de la S-RNasa y de los complejos S-RNasa-120K-NaTTS-NaPELPIII.

Se purificd a la Scio-RNasa de acuerdo con el protocolo de Murfett ez al., 1994, en el cual se
utilizan las resinas de intercambio cationico CM-Sefarosa y SP-Sefarosa de la siguiente manera:

a) Colectar 1 g de pistilos de N. alata Sci0Scio y pulverizar en un mortero con pistilo con nitrégeno
liquido.

b) Pasar el tejido triturado a un tubo que contenga 5 ml de buffer de extraccion frio (MES 0.05 M
pH 6.5, EDTA 0.005 M, Ascorbato de sodio 0.05 M, 1% de Mercaptoetanol). El buffer de
extraccion debe estar fresco al momento de usarse.

c¢) Inmediatamente homogenizar el tejido utilizando Politron a velocidad alta durante 1 min.

d) Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C.

e) Remover la pelicula de aceite que se forma después de la centrifugacion utilizando un hisopo.
f) Filtrar a través de una gasa.

g) Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C.

h) Aplicar el sobrenadante a 1 ml de la columna CM-sefarosa previamente lavada con 3 ml de las
siguientes soluciones en el orden que se mencionan: NaOH 2 M, NaCl 5 M y H;O, seguido de 1
ml de MES 0.5 M pH 6.5 y 5 ml de buffer de extraccion para equilibrar.

1) Lavar la columna con 3 ml de buffer de extraccion.

j) Eluir secuencialmente con 1 ml de buffer de extraccidbn que contenga las siguientes
concentraciones de NaCl: 0.175 M, 0.35 My 0.7 M.

k) Analizar los eluatos en SDS-PAGE.

1) El eluato que contiene a la Scio-RNasa (0.35 M de NaCl) se cambia al buffer HEPES 0.05M pH
8 utilizando Amicon Ultra 4 10K (Millipore).
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m) Aplicar el eluato que contiene a la Scio-RNasa a la columna SP-sefarosa previamente lavada
con 3 ml de las siguientes soluciones en el orden que se mencionan: NaOH 2 M, NaCl 5 M y H>O,
seguido de 1 ml de HEPES 0.5 M pH 8 y 5 ml de HEPES 0.05 M pH 8 para equilibrar.

n) Lavar la columna con 3 ml de HEPES 0.05 M pH 8.

f) Eluir secuencialmente con 1 ml de HEPES 0.05 M pH 8 que contenga las siguientes
concentraciones de NaCl: 0.06 M, 0.12 M, 0.24 My 0.7 M.

0) Analizar los eluatos en SDS-PAGE.

El eluato que contiene a la Sci0-RNasa fue dializado con amortiguador PBS durante toda la noche
a 4°C en agitacion utilizando membranas de dialisis Spectra/Pro 20 kDa. Posteriormente se aplico
a la columna HiLoad Superdex 16/600, 200 pg (GE Healthcare) de filtracion molecular. Las
fracciones fueron analizadas en SDS-PAGE. Algunas contienen a la Scio-RNasa pura y otras a la
Sci0-RNasa en complejo con 120K, NaTTS y NaPELPIII.

6.11 Reduccion in vitro de l1a S-RNasa.

Se incubaron 6 pg de Scio-RNasa purificada en un volumen final de 30 pl de Tris HC1 50 mM pH
7.9 durante 3 h bajo las siguientes condiciones (Judrez-Diaz et al., 2006):

e Sin agentes reductores

e DTT 10 mM

e 3 pg de Trx [NaTrxh completa, NaTrxhss, NaTrxhANaf, NaTrxhANa, NaTrxhACOO,
NrTrxh o Trx de E. coli (Sigma)] + 2 ng de Tiorredoxina reductasa recombinante de E.
coli (Sigma) + 0.125 pymol NADPH (Sigma).

e 2 ugde Tiorredoxina reductasa recombinante de E. coli + 0.125 pmol NADPH (control sin
NaTrxh, se utiliza para el calculo de la actividad de la S-RNasa).

Para el ensayo de competencia entre NaTrxh y NaTrxhss se pre incubaron 3.8 pg de Scio-RNasa
purificada (equivalente a 150 uM) con 1, 2, 3 y 4 pg de NaTrxhss (20, 40, 60 y 80 uM,
respectivamente) en Tris HC1 50 mM pH 7.9 durante 1 h previo a la reduccion con 4 ng de NaTrxh
(equivalente a 80 uM). Asimismo, se realizé el ensayo de competencia de manera invertida pre
incubando 3.8 pg de Scio-RNasa purificada y 4 pg de NaTrxhss durante 1 h previo a la reduccion
con 1, 2,3 y 4 ng de NaTrxh.

6.12 Cuantificacion de la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa.

Preparacion del RNA sustrato:
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a) Disolver 2.5 g de RNA Torula Yeast (SIGMA) en 10 ml de H>O desionizada con adicion por
goteo de NH4OH (aproximadamente 1 ml permite la disolucién del RNA).

b) Precipitar el RNA afadiendo 1 volumen de acetato de amonio 10 M y 3 volumenes de
isopropanol. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 min a 4°C.

c¢) Decantar y resuspender en 10 ml de H>0 desionizada. Repetir una vez mas la precipitacion.
d) Lentamente anadir de 10-20 ml de LiCl 8 M frio hasta que se forme un precipitado.

e) Centrifugar 10 min a 2,500 rpm a 4°C. Resuspender en 10 ml de H>0 desionizada.

f) Anadir 15 ml de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y mezclar.

g) Centrifugar 10 min a 4,000 rpm a 4°C y resuspender en 10 ml de H>0 desionizada. Repetir los
incisos fy g.

h) Precipitar el RNA anadiendo 1 volumen de acetato de amonio 10M y 3 volimenes de
isopropanol. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 min a 4°C.

1) Decantar y resuspender en 10 ml de H»>0 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 -70°C hasta su uso.

El RNA purificado se emple6 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 260
nm; por lo tanto, a mayor actividad debe haber mayor absorbancia.

El ensayo de actividad se realizé6 como sigue:
a) Enfriar tubos de 1.5 ml 5 min en hielo.

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

c) Anadir 6 pg de RNasa bajo las diferentes condiciones de reduccion (se utilizaron 3.8 pg de
RNasa en el caso de los ensayos con competencia entre NaTrxh y NaTrxhss), ademés de anadir un
control sin RNasa. Agitar con vortex e incubar inmediatamente a 37°C durante 30 min (20 min en
los ensayos de competencia).

d) Afiadir a cada tubo 40 pl de solucidon de término de reaccion (25% v/v acido perclorico y 0.75%
w/v uranilacetato). Agitar con vortex y dejar precipitando en hielo al menos 15 min.

e) Centrifugar 20 min a maxima velocidad a 4°C. Leer el sobrenadante a 260 nm.
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Para el célculo de la actividad, se resta la absorbancia de la muestra que no tiene S-RNasa a todas
las pruebas. Ademas, la absorbancia de la S-RNasa sin NaTrxh, pero con NADPH y NTR, se resta
solo a aquellas reacciones que contienen NADPH. La actividad entonces es calculada con la
siguiente formula:

Actividad = A260/ml*min*mg

6.13 Electroforesis en doble dimension para la reduccion de los complejos S-RNasa-120K-
NaTTS-NaPELPIII.

Para conocer si NaTrxh forma parte de los complejos S-RNasa-120K-NaTTS-NaPELPIII se
realizaron electroforesis en doble dimension donde la primera separacion fue una electroforesis
nativa y la segunda desnaturalizante (Figura 14).

La primera dimension nativa se realizé de la siguiente manera:
Preparacion del gel separador al 6.5%:

1.44 ml de Agua

2.5 ml de Amortiguador para gel separador (Acetato de potasio 0.15 M, pH 6.7)
1.06 ml de Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)

25 pl de PSA 20%

5 ul de 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.

Preparacion gel concentrador:

0.72 ml de Agua

1 ml de Amortiguador para el gel concentrador (Acetato de potasio 0.125M pH 4.7)
265 pul de Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)

10 pl de PSA 20%

2 pl de Temed

Mezclar todo y vaciar rapidamente sobre el gel separador.

Una vez polimerizado, cargar las muestras en buffer de carga (Sacarosa 10%, Azul de metileno
0.1%). La electroforesis se efectud durante 1.5 h a 120 V en buffer de corrida para geles nativos
(B-alanina 0.07 M, écido acético 0.012 M, pH 4.5).

Después de la primera dimension se recortd todo el carril y se incubd en buffer de carga para SDS-
PAGE (Tris'HCI 0.28 M pH6.8, glicerol 30%, SDS 1%, azul de bromofenol 0.0012%, DTT 0.5
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M) durante 10 min en agitacién. Posteriormente se colocd sobre el gel un gel preparado en
condiciones desnaturalizantes (Anexo 7) y se realizo la electroforesis durante 1.5 ha 120 V.

1° Nativa +

v
]

2°SDs =

\ 4

+

Figura 14. Representacion esquematica de la electroforesis en dos dimensiones utilizada para evaluar proteinas en
complejo. Las proteinas son separadas en una electroforesis nativa seguida de una electroforesis desnaturalizante. Si
las proteinas estan en complejo, migraran juntas en la primera dimension, pero se separaran por su masa en la segunda
dimension (barras azules y anaranjadas). Si las proteinas no estan en complejo migraran en la misma posicion en
ambas dimensiones (barras rosas y verdes).

Se sometieron a este sistema las siguientes condiciones:

e 50 pg del complejo incubado durante 3 h con 3 pg de NaTrxh (Para ver sélo interaccion
entre NaTrxh y los complejos).

e 50 pg del complejo incubado durante 3 h con 3 nug de NaTrxh, 2 pg de NTR y 0.125 pmol
de NADPH (Para ver reduccién de los complejos por NaTrxh).

e 50 pg del complejo incubado durante 3 h con 0.01 M de DTT (Para ver reduccion de los
complejos con DTT).

6.14 Identificacion de puentes disulfuro reducidos en la S-RNasa.

Se realiz6 la identificacion de Cys reducidas en la Scio-RNasa purificada sometida a tres diferentes
tratamientos:

e 20 pgde Scio-RNasa sin agente reductor.
e 20 pgde Scio-RNasa reducida con 3 pg de NaTrxh, 2 pgde NTR y 0.125 pmol de NADPH,
durante 3 h a 37°C.
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e 20 pg de Scio-RNasa reducida con 0.1 M de [Tris(2-carboxyethyl) phosphine
hydrochloride] (TCEP) durante 1 h a 37°C.

Después de la reduccion se marcaron los sulthidrilos libres utilizando 20 pg de N-etilmaleimida
(NEM) incubando durante 1 h a 37°C. Posteriormente, las proteinas se precipitaron con 3
volimenes de acetona y se analizaron en el Gehrke Proteomics Center de la Universidad de
Missouri-Columbia.

6.15 Generacion de las columnas de afinidad de GST y GST-NrTrxh.

NaTrxh fue descrita para N. alata (Juarez-Diaz et al., 2006), sin embargo, la proteina esta presente
en otras especies del genero Nicotiana. En N. rastroensis, quien también es una especie Al, la
proteina NrTrxh carece de 10 aminoacidos del dominio C-terminal, pero el resto de la proteina es
exactamente idéntica a NaTrxh (Torres-Rodriguez, 2016). Dado que el dominio C-terminal
presenta una gran afinidad por la S-RNasa (Avila-Castafieda ef al., 2014), NrTrxh se utilizé para
evaluar si la falta de 10 aminoécidos en este dominio afecta la interaccion entre ambas proteinas.

Para ello, se generd una columna de afinidad con GST-NrTrxh como ligando y una con sélo GST
como control. GST y GST-NrTrxh se sobreexpresaron en E. coli BL21 y se purificaron de acuerdo
con protocolo descrito para GST-NaTrxh del apartado 6.9 (“Purificacion de la proteina NaTrxh”),
sin realizar el corte con trombina. Las columnas de afinidad se realizaron utilizando la resina Affi-
Gel 10 (Bio Rad) de la siguiente manera:

a) Lavar 1 ml de la resina Affi-Gel 10 con 3 ml de H>O desionizada fria.

b) Mezclar la resina con 27 mg de GST o GST-NrTrxh diluidos en 3 ml de PBS.
¢) Incubar con rotacion continua a 4°C durante 12 h.

d) Lavar la columna con 10 ml de PBS.

e) Lavar la columna con 2 ml de solucion de Glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6 para bloquear
los grupos ésteres que hayan quedado reactivos.

f) Lavar la columna con 2 ml de etanolamina 1 M incubéndola por 1 h a TA.

g) Lavar extensivamente con PBS para quitar los reactivos no unidos. El lavado se realiza hasta
que ya no se detecte proteina cuando se mide la absorbancia a 260 nm.

6.16 Cromatografia de afinidad para ver interaccion proteina-proteina.

Para evaluar la interaccion entre NrTrxh y la S-RNasa se utilizo el buffer Tris 50 mM pH 7.9 para
extraer proteina total de pistilo de N. alata ScioScio. El extracto de proteinas se utilizo en las

50



cromatografias de afinidad con las columnas Affi-Gel-GST-NrTrxh o Affi-Gel-GST como control,
de acuerdo con el siguiente protocolo:

a) Equilibrar la columna con 10 ml de amortiguador de extraccion (Tris 50 mM pH 7.9).

b) Pasar 1 mg de extracto total de proteina disuelto en 1 ml de buffer de extraccion.

c) Lavar la columna con 10 ml de amortiguador de extraccion.

d) Realizar una elucion con 1 ml 1 % de Tween 20 disuelto en amortiguador de extraccion.
e) Realizar una elucion con 1 ml de NaCl 0.1 M disuelto en amortiguador de extraccion.

f) Realizar una elucion con 1 ml de NaCl 0.2 M disuelto en amortiguador de extraccion.

g) Eluir las proteinas fuertemente unidas con 1 ml de Glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6.

Todas las fracciones fueron analizadas en SDS-PAGE (Anexo 7) y la Scio-RNasa se
inmunodetectd con anticuerpos especificos.

6.17 Purificacion de NaTrxh para su cristalizacion.

Para la purificacion en gran escala de NaTrxh para su cristalizacion se utilizo el procedimiento
descrito en el apartado 6.9 (“Purificacion de la proteina NaTrxh”), con las diferencias que se
enlistan a continuacion:

e La sobreexpresion se realizo en 1 L de cultivo (divididos en 4 matraces de 2 L con 250 ml
de medio en cada uno).

e Después de centrifugar las células se resuspendieron en 60 ml de PBS (paso f).

e Se utilizaron 4 ml de resina glutation-agarosa hidratada.

e La purificacion de GST-NaTrxh se realiz6 3 veces utilizando la misma resina de glutation
agarosa (3 repeticiones de los pasos i -m).

Después de la obtencion de la proteina de fusion, la proteina se cambié a PBS utilizando tubos
Amicon Ultra 4 10K (Millipore) y centrifugando a 6000 g a 4°C. Ademas, se concentr6 la proteina
hasta tener un volumen de 5 ml.

Posteriormente, se realizo la protedlisis con 100 U de trombina (Amersham) resuspendida en PBS
(1 U/ul) y se incub6 durante 14 h en agitacion a TA. Para purificar a NaTrxh de GST, se utilizo la
columna HiLoad Superdex 16/600, 200 pg (GE Healthcare) de filtracién molecular, previamente
se equilibrada con 5 volumenes cama de PBS. La proteina se pasoé a través de la columna con un
flujo de 1 ml/min y se colectaron fracciones de 3 ml.

Las fracciones obtenidas de la cromatografia de exclusion molecular se analizaron mediante SDS-
PAGE y aquellas que contenian a NaTrxh purificada se juntaron y se concentraron utilizando tubos
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Vivaspin 6 3 kDa (GE Healthcare) en el amortiguador acetato de amonio 10 mM pH 6.0, hasta
llegar a una concentracion de 12 pg/ul.

6.18 Pruebas de cristalizacion para NaTrxh.

La determinacion de la estructura tridimensional de NaTrxh se realiz6 mediante cristalografia de
rayos X, por ello fue necesario generar cristales de esta proteina. Un cristal es un arreglo
tridimensional y periédico que se forma debido a la precipitacion de las moléculas en solucion
hasta quedar en su estado de menor energia libre, lo cual ocurre inicamente en ciertas condiciones
favorables especificas para cada molécula. Existen kits que contienen distintas condiciones que
permiten evaluar en cudl de ellas es posible la formacion de cristales de la proteina de interés (Ilari
y Savino, 2008).

Asimismo, existen varias técnicas para la cristalizacion de proteinas. En el presente trabajo se
utilizo la técnica de difusion de vapor en la cual la proteina en altas concentraciones se mezcla con
el mismo volumen de condiciéon de cristalizacion (por ejemplo, 2 pl de proteina + 2 pl de
condiciéon, denominada gota 2 + 2), aparte se coloca un volumen determinado de la condicién en
un pozo grande adyacente el cual se denomina reservorio (Figura 15). La solucion que se encuentra
en el pozo posee una elevada concentracion de precipitante, por tanto, tiene una presion de vapor
inferior a la de la solucion proteica. El agua de la gota se evapora sobre la solucion del pozo, con
ello la concentracion proteica y de los demas componentes de la condicion de la gota aumentan,
permitiendo la formacion de cristales.

Las pruebas de cristalizacion de NaTrxh se realizaron utilizando la técnica de difusion de vapor en
las modalidades de gota apoyada y gota colgante, los cuales se muestran en la figura 15.

GOTA COLGANTE GOTA APOYADA

Proteina + Condicion
de cristalizacion

\ Proteina + Condicion

de cristalizacion

Solucidn reservorio

Figura 15. Método de cristalizacion de proteinas por difusion de vapor. En gota colgante (izquierda) la proteina
se mezcla con el mismo volumen de la condicion de cristalizacion y se coloca en un cubreobjetos con el que se cubre
al pozo donde se encuentra la solucion reservorio. En gota apoyada (derecha), la proteina mezclada con el mismo
volumen de la condicion de cristalizacion se coloca en un pequefio pozo adyacente al pozo que contiene a la solucion
reservorio. En ambos casos el agua se evapora de la gota permitiendo que aumente la concentracion de la proteina y
se formen los cristales.
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Las pruebas de cristalizacion de NaTrxh se realizaron inmediatamente después de concentrar la
proteina para evitar que esta permaneciera mucho tiempo en altas concentraciones y pudiera
formar agregados. Se realizd un screening inicial utilizando el kit de cristalizacion JBScreen
Wizard 3 (Jena Biosciences). Se probaron las 48 condiciones del kit en el método de difusion de
vapor en gota apoyada utilizando gotas 2 + 2 y 40 ul de reservorio; adicionalmente, se probaron 7
condiciones en gota colgante con gotas 3 + 3 y 500 ul de reservorio, estas condiciones se eligieron
por ser similares a las que se utilizaron para la cristalizacion de la tiorredoxina HvTrx2 de Hordeum
vulgare (Anexo 8) (Maeda et al., 2006). Las pruebas se incubaron a 18°C y se monitored la
formacion de cristales cada semana.

Los primeros cristales de NaTrxh se observaron en la condicion # 4 (20% de PEG 3,350, 200 mM
de Formato de amonio) después de 60 dias de incubacion. Esta se utilizo para nuevas pruebas con
el kit de aditivos Additive Screen HT (Hampton Research) para el mejoramiento de los cristales.
Se probaron los 96 aditivos en el método de difusion de vapor en gota apoyada utilizando por pozo
40 ul de aditivo al 10% en la condicion de cristalizacion. Se realizaron gotas 2 + 2 con NaTrxh a
10, 12 y 15 pg/pl, se incubaron a 18°C y se monitored la aparicion de cristales cada semana. Los
cristales generados se mantuvieron a esta temperatura hasta su difraccion.

6.19 Difraccion de cristales de NaTrxh y resolucion de su estructura tridimensional.

La cristalografia de rayos X es una técnica que nos permite conocer la estructura tridimensional
de las proteinas a un nivel de resolucién atémico. A una resolucion baja (8 a 3.5 A), solo es posible
observar los elementos de estructura secundaria que estdn presentes en la molécula; a una
resolucion media (3.5 a 2.5 A), se pueden identificar las cadenas laterales de los aminoacidos de
la cadena polipeptidica; mientras que a una resolucién alta (2.5 a 1 A), los 4tomos individuales
pueden localizarse y se puede identificar su ordenamiento respecto al solvente (Parker, 2003).

Los cristales tienen un ordenamiento determinado. La unidad mdas pequefa de un cristal es
conocida como celda unitaria y dentro de ella la proteina tiene un arreglo que, por sus
caracteristicas de simetria, se clasifica dentro de un grupo espacial determinado, el cual nos sirve
para resolver su estructura (Parker, 2003).

Los cristales de proteina se irradian con un haz de rayos X; la difraccion de estos al chocar con los
electrones de los &tomos contenidos en el cristal da lugar a un patrén de difraccion. La intensidad
y coordenadas de las difracciones se utilizan para generar un mapa de densidad electronica, el cual
posteriormente serd interpretado en término de 4tomos y moléculas individuales. Técnicas como
el reemplazo molecular nos permiten resolver una estructura a partir de su mapa de densidad
electronica y utilizando como referencia una estructura ya conocida que tenga un porcentaje de
identidad mayor al 25% (Ilari y Savino, 2008).

La primera prueba de difraccion de los cristales de NaTrxh se realizé con un cristal que se obtuvo
en ausencia de aditivos utilizando el &nodo rotatorio Rigaku MicroMax 007HF con detector
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Dectris Pilatus 3R 200K en el Laboratorio Nacional de Estructura de Macromoléculas, Instituto
de Quimica, UNAM con ayuda de la Dra. Adela Rodriguez Romero. Este cristal se difractd a una
temperatura de -173 grados centrigrados utilizando como crioprotector la solucion de
cristalizacion, a la cual se le adicion6 glicerol al 20%.

Los cristales que se formaron en las condiciones con aditivos fueron crioprotegidos utilizando la
solucion de cristalizacion més glicerol al 20%. Posteriormente los cristales se almacenaron en
nitrogeno liquido 5 dias antes de la difraccion. La difraccion se realizo en la linea 191D del
Advanced Photon Source del Argonne National Laboratory (Illinois, USA).

La determinacion del grupo espacial, el indexado, la integracion, el ordenamiento y escalado de
los datos se realizd con el programa HKL 3000 (Minor et al., 2006). La estructura se obtuvo
mediante reemplazo molecular utilizando el programa HKL 3000, tomando como molde la
estructura de la HvTrxh2 de H. vulgare (PDB 2IWT) cuya secuencia tiene un 40 % de identidad
con la secuencia de NaTrxh.

Una vez que se cuenta con una estructura resuelta es necesario realizar varios ciclos de
afinamiento. Este paso consiste en el cambio de posicion de algunos atomos y se realiza con la
finalidad de producir el modelo que mejor concuerde con el patron de difraccion (Parker, 2003).
Los afinamientos de la estructura de NaTrxh se realizaron con los protocolos estdndar de Phenix
(Adams et al., 2011) y se visualizaron en Coot (Emsley et al., 2010).

Estos experimentos se realizacion en colaboracion con la Dra. Lilian Gonzélez Segura del
Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM, quien realizo la colecta de los datos,
la determinacion y el afinamiento de la estructura.

6.20 Modelo de la interaccion entre la Sr11-RNasa y NaTrxh.

Los segmentos no observados en el cristal de proteina de NaTrxh se predijeron utilizando un
modelo publicado previamente de esta proteina (Avila-Castafieda et al., 2014) y simulaciones de
Dinamica Molecular (DM). Las simulaciones DM se realizaron utilizando GROMACS (Abraham
et al.,2015) AMBER99SB-ILDN (Lindorff-Larsen et al., 2010) con campo de fuerza en solvente
explicito con electrostaitica PME y tratamiento PME-like de fuerzas Van de Walls. Las
simulaciones MD se realizaron utilizando presion constante (~ 1 atm) y 298K.

Se obtuvieron varias conformaciones posibles para el complejo inicial entre NaTrxh (PDB: 6X0B)
y la Sri1-RNasa (PDB: 1100, Ida et al., 2001) con el modulo de acoplamiento de ROSETTA
(Kaufmann et al., 2010) con restricciones para recuperar aquellas conformaciones donde las Cys
reactivas de NaTrxh y el disulfuro de sustrato estaban a menos de 12 A. Las simulaciones se
realizaron sin restricciones y se repitieron de 3 a 5 veces. Para las simulaciones de recocido
simulado (SA-MD), la temperatura se increment6 a 373 K durante 3 ns y se redujo gradualmente
a 298 K en ciclos de 15 ns. Se introdujo una ligera fuerza de traccion en algunas simulaciones MD
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para acelerar la formacion del complejo. Se utilizaron las herramientas de analisis estandar de
GOMACS y VMD (Humphrey et al., 1996) para analizar las trayectorias.

Estos experimentos se realizaron en colaboracion con el Dr. Rogelio Rodriguez Sotres del
Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM, quien realiz6 las simulaciones de
dindmica molecular.

6.21 Modelo del complejo Sr11-RNasa-dinucleotido.

Se realizé un modelo in silico de un dinucleotido 5 'OH-CC-3'OH y se acopl6 repetidamente en la
Sr11-RNasa (PDB: 1100) utilizando AUTODOCK vina (Trott y Olson, 2010) para dar mas de 250
pocisiones. La caja se restringié a+ 10 A (en direcciones X, Y y Z) de las His del sitio activo (H32,
H91). Se seleccionaron complejos significativos basados en lo que se conoce por el mecanismo
catalitico de las RNasas, basandose en la conformacion de los aminodcidos cataliticos reportada
en la estructura tridimensional de la RNasa LE de Solanum lycopersicum (PDB: 1DIX), ademas
de diversas RNasas en complejo con varios ligandos (RNasa NT de N. glutinosa en complejo con
5" GMP, PDB: 1VCZ; RNasa T1 en complejo con guanosina-3',5'-difosfato, PDB: 3URP; RNasa
MCI1 mutante N71T en complejo con 5'-GMP, PDB: 1J1F; ribonucleasa T1 en complejo con 2',3'-
CGPS, PDB: 1GSP). Los complejos se refinaron adicionalmente usando MD y el complejo que
tenia las caracteristicas esperadas del sustrato enzimatico para este tipo de enzimas se simul6 con
el puente disulfuro C153-C186 oxidado y reducido (in silico).
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7. Resultados y discusion

7.1 NaTrxh es un gen modificador de Al de Nicotiana.

Diversas evidencias indicaban la participacion de NaTrxh en el rechazo del polen en Nicotiana,
por ejemplo, la elevada expresion de esta proteina en pistilos de especies Al y su interaccion con
la determinante femenina, la S-RNasa (Judrez-Diaz et al., 2006 y McClure et al., 2011). Para
probar la participacion de un gen en cualquier mecanismo bioldgico una opcidn es generar plantas
transgénicas donde se suprime su expresion. El caso de NaTrxh causé dificultades para su
supresion debido a que la proteina es expresada en varios 6rganos de la planta (Juarez-Diaz et al.,
2006) pero se desconoce si lleva a cabo alguna funcién en un sitio diferente a los organos
reproductivos; ademds de que no se cuenta con un promotor bien caracterizado que dirija la
expresion en pistilo desde etapas tempranas de su desarrollo, que es cuando NaTrxh se expresa
mayoritariamente (Juarez-Diaz et al., 2006).

7.1.1 Generacion de los hibridos transgénicos N. plumbaginifolia::NaTrxhss x N. alata.

Previamente, como parte de este trabajo, se generaron dos construcciones para producir un RNAi
de NaTrxh para su silenciamiento, el cual se clon6 tanto con el promotor constitutivo CAMV 35S
(Cauliflower Mosaic Virus 35S Promoter), como con el promotor ChiP (Pistil Chitinase chi2; 1
Solanum lycopersicum; Harikrishna et al., 1996), el cual es especifico de etapas tardias del
desarrollo de pistilo, aunque no estd completamente caracterizado. Con estas dos construcciones
se transformaron hojas de N. plumbaginifolia; sin embargo, nunca se lograron obtener plantas
transgénicas debido a la muerte inmediata del tejido. Esto pudo deberse a que posiblemente el
RNAI silencid a NaTrxh en hoja, sitio en el cual la proteina podria tener alguna funcién esencial.
Ademas, dado que existen diferentes Trxs que se expresan en la planta, también existe la
posibilidad de que se haya silenciado alguna otra cuya funcion sea esencial en hoja.

Por ello, se utilizé una estrategia alternativa para evaluar la participacion de NaTrxh en el rechazo
del polen, la cual consistié en la expresion de una mutante de NaTrxh que carece de actividad
reductora. El gen mutante, denominado NaTrxhss, presenta tres mutaciones puntuales que dan
como resultado la sustitucion de las dos Cys del sitio reactivo de NaTrxh por Ser (We1Cs2Ge3Ps4Cés
a We1S62Ge3Ps4Ses) (Figura 16).

Ya se han realizado mutantes de otras Trxs donde una o las dos Cys del sitio reactivo se mutan por
Ser. La sustitucion por este aminoacido es porque contiene un grupo hidroxilo en su cadena lateral
a diferencia del grupo tiol de la Cys, y el cual permite la reduccion de la proteina blanco. La
presencia de Ser en lugar de Cys en el sitio reactivo de las Trxs no afecta la estructura de la proteina
o su comportamiento en solucion, por lo que es una buena eleccion cuando se requiere afectar solo
la actividad de una o las dos Cys de su sitio reactivo (Dyson et al., 1994).
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NaTrxhss se clono en el vector binario pPK2GWS7 para que su expresion fuera dirigida por el
promotor CAMV 35S. Con esta construccion se transformaron fragmentos de hojas de M.
plumbaginifolia, los cuales después se colocaron en medio con hormonas para inducir la formacién
de callo y posteriormente su diferenciacion para dar lugar a plantas completas que son
transformantes estables. Las plantas transgénicas contienen las dos versiones de NaTrxh en su
genoma (tipo silvestre y mutante) y aunque N. plumbaginifolia expresa a NaTrxh en pistilo, su
transcrito debe tener alguna regulacion negativa debido a que no se ha podido detectar a la proteina
(Juarez-Diaz et al., 2006; McClure et al., 2011 y Torres-Rodriguez, 2016).

CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment

NaTrxhSS ATGGGATCGTATCTTTCAAGTTTGCTCGGTGGAGGCGCGGCGGAAGCGGCAGAGGCAGAA
NaTrxhWT ATGGGATCGTATCTTTCAAGTTTGCTCGGTGGAGGCGCGGCGGAAGCGGCAGAGGCAGAA
NaTrxhSS TCAGGATCGTCGTCAGAACCGTCGCGTGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGGTGGCAA
NaTrxhWT TCAGGATCGTCGTCAGAACCGTCGCGTGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGGTGGCAA
NaTrxhSsS CTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGCTACA
NaTrxhWT CTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGCTACA
w S G P S
NaTrxhSS TGG“GTGGGCCCHGEAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACC
NaTrxhWT TGGHGTGGGCCCEG&AAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACC
w € G P C
NaTrxhSs GACGTTGACTTCGTCAARAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGATGTAGCACAAGAGTTTGGA
NaTrxhWT GACGTTGACTTCGTCAARATCGACGTCGATGAGCTCTCAGATGTAGCACAAGAGTTTGGA
NaTrxhSs GTACAAGCTATGCCAACATTTTTGCTGCTGAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAGTGGTT
NaTrxhWT GTACAAGCTATGCCAACATTTTTGCTGCTGAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAGTGGTT
NaTrxhSs GGGGCTAAGAAAGATGAGCTCGAGAAARAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTT
NaTrxhWT GGGGCTAAGAAAGATGAGCTCGAGAAARAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTT
NaTrxhSS GCTGCTAGTAATTATCGAACTAAATTTCATGTCCAATAA
NaTrxhWT GCTGCTAGTAATTATCGAACTAAATTTCATGTCCAATAA

Figura 16. Alineamiento entre NaTrxh y NaTrxhss mostrando los nucledtidos que codifican para el sitio activo y las
tres mutaciones puntuales generadas para la sustitucion de Cys por Ser.

Se obtuvieron tres lineas transgénicas estables independientes de N. plumbaginifolia::NaTrxhss. N.
plumbaginifolia SoSo (alelos So nulo), la cual es AC, es decir, no rechaza su propio polen, por lo
que para estudiar su papel en el rechazo del polen fue necesario generar hibridos con una especie
Al como N. alata. Para ello, una vez que las tres lineas transgénicas de N.
plumbaginifolia::NaTrxhss llegaron a la etapa de floracion, se polinizaron con polen de N. alata
de genotipo Sa28a2 0 ScioScio. De estas cruzas se obtuvieron 14 hibridos transgénicos N.
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plumbaginifolia X N. alata (SoSa2) o N. plumbaginifolia X N. alata (SoScio), los cuales se
denominaron como hibridos Saz o Scio, respectivamente). El alelo Sy en los hibridos transgénicos
se refiere a que N. plumbaginifolia no posee ninglin gen para la S-RNasa, por lo que los hibridos
solo presentan el alelo proveniente de N. alata.

La presencia del transgen NaTrxhssy el haplotipo de S-RNasa correspondiente, fueron verificados
por PCR en cada uno de los hibridos transgénicos, utilizando DNA genémico como molde. Se
utilizaron oligonucleétidos especificos para cada haplotipo de S-RNasa; mientras que para
NaTrxhss se utilizé un par de oligonucleétidos donde el forward es especifico para una secuencia
del promotor 35Sy el reverse es especifico para una secuencia de NaTrxh, esto para asegurar que
la amplificacion es del transgen y no del gen tipo silvestre.

Se realizaron reacciones de PCR utilizando dos pares de oligonucleotidos (para la S-RNasa y para
NaTrxhss). Para el caso de los hibridos Sa2 se amplificaron 400 pb de la S-RNasa y 630 pb de
NaTrxhss; mientras que para los hibridos Scio se amplificaron 300 pb de S-RNasa y 430 pb de
NaTrxhss (Figura 17). Adicionalmente, se generaron dos hibridos no transgénicos de genotipo
SoScio, los cuales sirvieron como control.

S
S
A. & 0§
Hibridos transgénicos Sy, e E §
= ==
(S Q
pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 = ==
<+— NaTrxhg
600
500
400 <4— S,,-RNasa
B. 8
° S
Hibridos no s T
transformados Vs §‘ .
Sc1o Hibridos transgénicos Sc;, e E &
s &%
= =23

<—— NaTrxhg

<+ S.0-RNasa

pb 1 2 3 4 5 6 7
400
300
200

Figura 17. Amplificacién de NaTrxhss y 1a S-RNasa en DNA genémico de los hibridos transgénicos. Se utilizo
DNA de N. plumbaginifolia::NaTrxhss como control positivo para la amplificacion de NaTrxhss y DNA de N. alata
Sa28a2 0 ScioScio como control positivo para la amplificacion de las S-RNasas. A. Hibridos transgénicos SoSa2 B.
Hibridos transgénicos SoScio € hibridos no transformados SoScio.
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Una vez que los hibridos llegaron a la etapa de floracion, se evalud la expresion de NaTrxh tipo
silvestre y NaTrxhss en pistilos mediante RT-PCR con oligonucleétidos especificos que reconocen
los sitios donde se encuentran las mutaciones puntuales. Antes de realizar el analisis de expresion
y para asegurar que la amplificacion es especifica de cada par de oligonucledtidos con la version
del gen correspondiente, se realizaron PCRs utilizando distintas 7m’s y tomando como DNA
molde los plasmidos con el cDNA de la version tipo silvestre o mutante de NaTrxh.

Como se muestra en la figura 18, los oligonucleotidos para NaTrxhss son especificos para esta
version del gen a una 7m de 63°C, ya que a esta temperatura ya no hubo amplificacion del gen tipo
silvestre, mientras que los oligonucleotidos disenados para NaTrxh tipo silvestre, son especificos
para esta version hasta los 72°C.

NaTrxhgg NaTrxh wt “—0ligonucledtidos
62 63 65 66 68 70 72 “— TM(° Q)
pb  wt ss ss  wt ss wt ss wt ss wt ss wt ss wt <+ DNAmolde

NaTrxhgs
= 279pb
= NaTrxh wt

188 pb

Figura 18. Establecimiento de las condiciones de PCR (temperatura de alineamiento Optima) para la
amplificacion especifica de NaTrxh tipo silvestre o NaTrxhss. Los oligonucledtidos fueron probados a diferentes
Tm'’s en reacciones donde se utilizé6 como DNA molde el plasmido que contenia el gen tipo silvestre, (188 pb) o el
mutante (ss, 279 pb). Los oligonucledtidos para NaTrxhss son especificos hasta 63°C, mientras que para NaTrxhss lo
son a los 72°C.

Utilizando las temperaturas de alineamiento 63°C y 72°C para NaTrxhss y NaTrxh tipo silvestre,
respectivamente, se evalud la expresion de ambas versiones del gen en pistilo de los hibridos
transgénicos. La figura 19 muestra que todos los hibridos transgénicos expresan tanto a la version
tipo silvestre de NaTrxh como a la mutante NaTrxhss, a diferencia de los hibridos no transformados
los cuales solo expresan a NaTrxh tipo silvestre. Sin embargo, a pesar de que la expresion del
transgen NaTrxhss esta dirigida por el promotor constitutivo CAMV 35S el cual es un promotor
fuerte en dicotiledoneas, los niveles del transcrito de NaTrxhss en los hibridos transgénicos son
menores a los observados para el gen silvestre. Lo anterior concuerda con reporte previo que
mostrd que en pistilos de N. plumbaginifolia 1a expresion de un gen dirigido por el promotor CAMV
35S es menor a la de promotores especificos de pistilo como ChiP de S. lycopersicum o el promotor
de SLG-13 de Brassica oleracea (Murfett y McClure, 1998).
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Por otro lado, en las plantas transgénicas también se evalud la expresion de la S-RNasa y los GM
estilares (Figura 19) para asegurar que el fenotipo de rechazo o aceptacion del polen que se llegue
a observar se deba a la expresion de NaTrxhss, y no a que algin otro elemento esencial en la via
hubiera sido afectado. Como puede observarse, la presencia de NaTrxhss no afecto la expresion de
los transcritos de los genes evaluados en 14 distintos individuos transgénicos. A pesar de este
resultado, fue necesario evaluar la presencia de las proteinas ya que si alguna de ellas no se
produce, las plantas son compatibles y esto podria afectar nuestras conclusiones respecto a
NaTrxh. La figura 20 muestra la deteccion de todas las proteinas en 6 hibridos transgénicos. Por
lo anterior, podemos atribuir el fenotipo de estas plantas inicamente a la expresion del gen mutante
NaTrxhss.

Hibridos transgénicos S,, Hibridos transgénicos S.,, HNT S, N. alata
1 2 3 4 5 6 7 8 9 3 4 5 6 7 1 2 S5

NaTrxhg

WT NaTrxh

S-RNasa 3

‘_
5C10

120K

NaStEP

HT-B

uBQ

Figura 19. Expresién de NaTrxh, NaTrxhss, la S-RNasa y los genes modificadores estilares S-RNasa, HT-B,
120K y NaStEP en pistilos de los hibridos transgénicos Saz y Scio. Se evaluaron 9 hibridos transgénicos Saz
(enumerados de 1 a2 9) y 5 Scio (enumerados de 3 a 7). Como se observa, todos los genes evaluados se expresan en los
hibridos transgénicos. De igual manera hay expresion en dos hibridos no transformados (HNT Scio 1 y 2), en donde
el tnico que no se expresa es NaTrxhss. Ubiquitina (UBQ) fue utilizado como control.
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HNT N. plumb::NaTss X N. alata N. plumb::NaTss X N. alata
Sc10Sc10 Sa2SA2 Sc10Sc10 Sa2SA2
1 2 3 4 5 6 7 8

3 4 5 6 7 8

Sp-RNasa
— —

Scio-RNasa MEEG_G_—_— S—

120K . : .
o ol B0 G 00 & O

o

NaStEP “‘. D wnec  c— —— — —

e o——

Figura 20. Inmunodeteccion de las proteinas estilares S-RNasa, HT-B, 120K y NaStEP, esenciales para el
rechazo del polen en hibridos transgénicos que expresan NaTrxhss. Se utilizaron anticuerpos especificos contra
las proteinas indicadas del lado izquierdo. Tanto los hibridos no transformados (HNT, plantas 1 y 2) como los hibridos
que expresan NaTrxhss (N. plumb::NaTrxhSS x N. alata Sci0Scio (plantas 3-5) o Sa2Sa2 (plantas 6-7))muestran niveles
similares de la S-RNasa, 120K, NaStEP, y HT-B. A la derecha se muestra el control de carga de proteinas totales
tefiidas con azul de Coomassie.

7.1.2 NaTrxh es esencial para el rechazo del polen alelo S-especifico.

La participacion NaTrxh en el mecanismo de Al se evalud a través de cruzas en los hibridos
transgénicos que expresan NaTrxhss. Se realizaron polinizaciones con polen proveniente de M.
alata Sa2Sa2 0 ScioScio. Los pistilos polinizados se colectaron después de 72 horas, para este
tiempo los tubos polinicos que no son rechazados ya han llegado a la base del estilo. Los depdsitos
de calosa que representan el crecimiento de los tubos polinicos se visualizaron ya que se pueden
tefiir con azul de anilina para ser observados en un microscopio de fluorescencia.
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A. Estigma Estilo - Ovario
| O0®
| o0®
B. Polen S,, (compatible) Polen S, (incompatible)

Hibrido no
transformado Sy,

Hibridos transgénicos Sy,

Polen S, (compatible)

—

Hibridos transgénicos S,,

Figura 21. La expresion de NaTrxhss revierte el rechazo del polen en Nicotiana. Se observo el crecimiento de los
tubos polinicos en la base del estilo como se indica en A. B. El hibrido sin transformar Scio muestra un rechazo del
polen alelo S-especifico (i vs ii), pero los hibridos transgénicos Scio que expresan a NaTrxhss, permiten el crecimiento
de tubos polinicos hasta la base del estilo en ambas cruzas (iii-vi). El mismo comportamiento es observado en los
hibridos transgénicos Sa2 quienes aceptan el polen compatible e incompatible (vii-x). Los tubos polinicos se sefialan
con flechas blancas. EP: Epidermis.
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La figura 21 muestra que los hibridos no transformados (control) rechazan el polen de una manera
alelo S-especifica, ya que no se observan tubos polinicos creciendo hasta la base del estilo cuando
la cruza es Al (Hibrido no transformado Scio X N. alata Sc1050), pero si los hay cuando la cruza es
AC (Hibrido no transformado Scio0 X N. alata Sa2So). Por el contrario, cuando los hibridos expresan
NaTrxhss, aceptan el polen en ambas cruzas lo cual significa que el mecanismo de rechazo del
polen esta afectado en estos individuos debido a la presencia de NaTrxhss (Cruzas AC: Hibrido
transgénico Scio X N. alata Sa>Sa2 e Hibrido transgénico Sa2 X N. alata ScioScio; Cruzas Al:
Hibrido transgénico Scio X N. alata ScioScio € Hibrido transgénico Sa2 X N. alata SaxSaz).

Cabe recordar que los hibridos transgénicos también expresan a NaTrxh tipo silvestre proveniente
de N. alata, por lo que el fenotipo esperado para el rechazo del polen deberia ser intermedio. Por
ello, se realizaron polinizaciones con aproximadamente 200 granos de polen para observar si habia
diferencias en el nimero de tubos polinicos que llegaron a la base del estilo en las diferentes cruzas.

Primero se realizaron polinizaciones en el control sin transformar y se observo que el rechazo del
polen ocurre temprano después de la polinizacion y se da entre el estigma y el estilo, ya que en la
cruza Al si se observa germinacion de granos de polen sobre el estigma, aunque los tubos polinicos
no penetran el estilo (Figura 22; Cruza Al: Hibrido tipo silvestre SoScio x N. alata Sci0Sc1o).

En los hibridos transgénicos que expresan Nalrxhss, la cruza Al (Hibrido transgénico SoSa2 x N.
alata Saz) muestra aproximadamente la mitad de tubos polinicos creciendo a lo largo del estilo
respecto a la cruza AC (Hibrido transgénico SoSa> x N. alata ScioScio), ademds, si se hace un
acercamiento en la zona de la base del estilo, se aprecia que el nimero de tubos polinicos que
llegan a este sitio es atin menor de los que se observan a la mitad del estilo (Figura 23). Lo anterior
confirma que los hibridos que expresan NaTrxhss aceptan su propio polen pero hay algunos tubos
polinicos que si son rechazados por el pistilo, es decir, no hay una pérdida completa de la Al y esto
podria deberse a la presencia de NaTrxh tipo silvestre.
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Figura 22. El rechazo del polen en los hibridos N. plumbaginifolia x N. alata ocurre entre el estigma y el estilo.
Pistilos de hibridos N. plumbaginifolia tipo silbvestre x N. alata ScioScio, fueron polinizados con aproximadamente
200 granos de polen Saz (cruza AC, columna izquierda) o Scio (cruza Al, columna derecha). Después de 72 horas de
la polinizacion, se colectaron los pistilos, los tubos polinicos se tifieron con azul de anilina y se observaron bajo el
microscopio de fluorescencia. Las fotografias fueron tomadas en el estigma, el primer tercio del estilo y en la base.
Como se puede observar los granos de polen germinan en el estigma pero los tubos polinicos logran penetrar al estilo
unicamente en la cruza AC. Las flechas sefialan los tubos polinicos (TP), Ep: epidermis.

Un fenotipo intermedio similar se reportd en plantas transgénicas de Brassica napus donde se
suprime la expresion de las tiorredoxinas THL1 y THL2 a través de un RNA antisentido, con el
cual se logré disminuir considerablemente los niveles de mRNA sin suprimir por completo su
expresion. En ese estudio, las plantas que tienen bajos niveles de expresion de THL1 y THL2,
aceptan algunos tubos polinicos propios y llegan a tener una produccion de semillas reducida; con
ello se demuestra la participacion de estas Trx en el rechazo del polen de Brassica (Haffani et al.,
2004).
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(incompatible)
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Figura 23. Los hibridos que expresan NaTrxhss pierden parcialmente la capacidad de rechazar su propio polen.
Pistilos de hibridos transgénicos Saz, fueron polinizados con aproximadamente 200 granos de polen Scio (cruza AC)
0 Sa2 (cruza Al). Después de 72 horas de la polinizacion, se colectaron los pistilos, los tubos polinicos se tifieron con
azul de anilina y se observaron bajo el microscopio de fluorescencia. Se tomaron fotografias a lo largo de todo el
pistilo. Como se puede observar, todos los tubos polinicos que germinan en el estigma crecen a lo largo del estilo en
la cruza AC, pero aproximadamente la mitad de tubos polinicos logran penetrar al estilo en la cruza Al, en donde
ademas se observa una menor cantidad de tubos polinicos alcanzando la base del estilo. Las flechas sefialan los tubos

polinicos (TP).
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Aunque no existe un fenotipo completo de rechazo del polen en los hibridos que expresan
NaTrxhss, nuestros resultados si dan evidencia de la participacion de esta proteina en el mecanismo
de Al, aunque aun falta dar una explicacion bioquimica de cudles son sus funciones. Evidencias
previas sugieren que su papel esta en la regulacion de la actividad de la S-RNasa ya que ésta se ha
identificado como blanco de NaTrxh (Juarez-Diaz et al., 2006).

7.1.3 NaTrxh participa en el rechazo interespecifico del polen de N. plumbaginifolia.

En las flores, la polinizacion se da a través de insectos o por el viento, lo cual hace muy frecuente
la llegada de polen de cualquier especie a un determinado pistilo. Por ello, las angiospermas
también han tenido que desarrollar estrategias para impedir la fecundacion por gametos de polen
de diferentes especies, éstas se llaman barreras de rechazo del polen interespecificas, cuyo objetivo
es mantener el aislamiento reproductivo en las especies (Baek et al., 2016). Algunas especies
pueden reconocer a los granos de polen de otras especies que llegan a su superficie estigmatica e
impiden su hidratacion, con ello, nunca hay germinacion ni crecimiento de los tubos polinicos
(Fiebig et al., 2004). Sin embargo, entre especies que son muy cercanas y que incluso pertenecen
a la misma familia, el tubo polinico si comienza su crecimiento, en algunos casos hay rechazo en
alguin punto en el estilo, pero en otras ocasiones las barreras interespecificas estdn afectadas y no
hay rechazo. Como consecuencia se tiene la generacion de hibridos no fértiles (Bedinger et al.,
2017).

La familia Solanaceae presenta varios mecanismos de rechazo del polen interespecifico (Bedinger
et al.,2017). Aunque estos mecanismos son distintos entre especies, de manera general se sigue la
regla de unilateralidad AI X AC. Esta indica que el polen de especies Al (capaces de rechazar su
propio polen) es aceptado por el pistilo de especies AC (aquellas que se pueden autofecundar), por
ejemplo, N. plumbaginifolia AC acepta el polen de N. alata Al, tal como se obtuvieron los hibridos
en el presente estudio. Sin embargo, la cruza reciproca no es posible (el polen de N
plumbaginifolia AC es rechazado en el pistilo de N. alata Al) (Lewis, 1958).

Las barraras interespecificas de rechazo del polen han sido poco estudiadas en Solanaceas,
especificamente en el género Nicotiana se cuenta con alguna informacion relevante. Se sabe que,
en N. plumbaginifolia AC, la S-RNasa estd involucrada con el rechazo del polen de N. tabacum
AC (McClure et al., 2000). Por otro lado, ademas de la S-RNasa, algunos GMs de Al como H7-B
y NaStEP también participan en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia (Hancock et al, 2005;
Jiménez-Duran et al, 2012).

Por lo anterior, se evalud la participacion de NaTrxh en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia
yde N. tabacum a través de polinizaciones. Como puede observarse en la figura 24. A, los hibridos
no transformados rechazan el polen de N. p/lumbaginifolia (debido a que poseen el entorno genético
de Al de N. alata); sin embargo, los hibridos transgénicos que expresan NaTrxhss, lo aceptan ya
que se observaron tubos polinicos en la base del estilo.
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D. Polen N. tabacum

Hibridos
transgénicos Scjo
Hibrido no
transformado S,

Hibrido
transgénico S¢io

individuo control quien lo rechaza (i). B. En contraste, los hibridos transgénicos que expresan a NaTrxhss rechazan el
polen de N. tabacum (v, vi) igual al control (iv). Todas las fotografias en A y B fueron tomadas en la base del estilo.
C. Fotografias tomadas en el inicio del estilo que muestran que los tubos polinicos de N. tabacum si son capaces de
germinar en el estigma de los hibridos. Los tubos polinicos se sefialan con flechas blancas. EP: Epidermis.

Lo anterior indica que NaTrxh participa en el rechazo del polen interespecifico de M.
plumbaginofolia y forma parte de la via en la que también estan involucradas la S-RNasa, NaStEP

y HT-B.

Aunque no se ha descrito este mecanismo en N. plumbaginifolia, el hecho de que varias proteinas
esenciales en la Al también lo sean para el rechazo interespecifico, podria hablar de que los
mecanismos bioquimicos que llevan a la inhibicion del crecimiento del tubo polinico son similares.
Se ha propuesto que para el caso de 120K, quien no participa en el rechazo interespecifico de N.
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plumbaginifolia, hay otras proteinas que podrian desempefiar una funcién similar, por ejemplo,
NaTTS o NaPELPIII quienes pertenecen a la misma familia de proteinas (Hancock et al., 2005).

Respecto a N. tabacum, tanto en las plantas control como en las transgénicas se observo el rechazo
del polen (Figura 24. B). En estas cruzas si hubo germinacioén de los granos de polen pero el
rechazo fue casi inmediato, ya que no se detectd crecimiento de los tubos polinicos mas alla del
estigma (Figura 24. C). Lo anterior es contrastante con el sitio donde ocurre la Al y el rechazo
interespecifico del polen de N. plumbaginifolia, que es en el primer tercio del estilo, lo cual
sustenta que las vias de rechazo interespecifico son distintas entre N. plumbaginifolia y N.
tabacum.

Ya que el rechazo del polen de N. tabacum ocurre muy cercano al estigma y se sabe que la S-
RNasa es esencial, podemos proponer que el RNA es degradado inmediatamente para evitar el
crecimiento de los tubos polinicos. Sin embargo, en N. plumbaginifolia, 1a S-RNasa actuaria mas
tarde, quizas porque en esta via las otras proteinas involucradas (NaStEP, HT-B y NaTrxh) actiian
antes que la S-RNasa, siendo el mecanismo mas similar a la AI. Probablemente, estas similitudes
entre la Al y el rechazo interespecifico del polen de N. plumbaginifolia se deban a que esta especie
es mas cercana filogenéticamente a N. alata que N. tabacum (Chase et al., 2003).

Por otro lado, es probable que NaTrxh participe en el rechazo interespecifico en otras especies AC
de Nicotiana, y que el mecanismo para el rechazo del polen de N. plumbaginifolia este conservado
en varias de ellas, como es el caso del género Solanum donde diferentes especies comparten la
misma via para el rechazo del polen interespecifico (Bedinger et al., 2017).

7.2 Proteinas involucradas en el rechazo del polen que son candidatos de reduccion de
NaTrxh.

Las tiorredoxinas reducen puentes disulfuro especificos en una proteina blanco, lo cual puede tener
consecuencias sobre su estructura y actividad. Ademas, se sabe que una Trx puede tener diversos
blancos (Yano et al., 2001). Por lo tanto, conocer a las proteinas involucradas en el rechazo del
polen que son reducidas por NaTrxh y el efecto de su reduccion, contribuira a tener una mejor
comprension de la participacion de esta tiorredoxina en la Al

De acuerdo con resultados previos del laboratorio, hay dos candidatos que son reducidos por
NaTrxh: la S-RNasa y las proteinas del complejo S-RNasa-120K-NaTTS-NaPELPIII.

7.2.1 El complejo S-RNasa-120K-NaTTS-NaPELPIII.

Como se describi6 anteriormente, las proteinas estilares S-RNasa, 120K, NaTTS y NaPELPIII
forman un complejo del cual aun se desconoce si tiene alguna funcion para el rechazo del polen
(Cruz-Garcia et al., 2005). De las proteinas que conforman este complejo, NaTrxh interactua con
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la S-RNasa reduciéndola in vitro, aunque no se ha evaluado el efecto de dicha modificacion
(Juarez-Diaz et al., 2006).

Las glicoproteinas 120K, NaTTS y NaPELPIII se caracterizan por tener extremos C-terminal ricos
en Cys (Cruz-Garcia et al., 2005). Estas cisteinas podrian formar puentes disulfuro intra o
intermoleculares que estabilicen el complejo en el estilo; sin embargo, una vez dentro del tubo
polinico, cada proteina desempefla una funciéon distinta y por lo tanto el complejo deberia
disociarse. Con esto en mente, se decidio evaluar si NaTrxh reduce a estos complejos y modifica
su estructura.

Para ello se purificaron los complejos a partir de pistilos de N. alata. El complejo contiene a
NaTTS, quien tiene una masa de 38 KDa, pero debido a su modificacion con distintas cantidades
de arabinogalactano, tiene una migracion que va desde los 50 hasta los 100 kDa en un SDS-PAGE;
a NaPELPIII, de 78 kDa y a la glicoproteina 120K de 120 kDa (Cruz-Garcia et al., 2005). El
complejo se se incubd con NaTrxh recombinante purificada (para evaluar su interaccion), con
NaTrxh mas NTR y NADPH (para evaluar la reduccion), o con DTT. Posteriormente, se realizd
una electroforesis en doble dimension en donde la primera separacion fue en un gel nativo y la
segunda fue un gel desnaturalizante (Ver figura 14), para finalmente detectar la presencia de
NaTrxh y las proteinas del complejo con anticuerpos especificos.

En el experimento, dado que la primera dimension es una electroforesis nativa, si las proteinas
estan en complejo migran juntas; en este caso, dado que el complejo es muy grande, las proteinas
migran muy poco en el gel. Sin embargo, en la segunda dimension que es desnaturalizante, las
proteinas se separaran de acuerdo a su masa. Como se muestra en la figura 25 (i-v) las proteinas
120K, NaTTS y NaPELPIII presentan este patron de migracion caracteristico de proteinas en
complejo, lo cual ya habia sido observado previamente por Cruz-Garcia et al. (2005). La S-RNasa
también muestra este patron de migracion (proteina detectada del lado izquierdo de la membrana,
indicada con flecha negra), lo que significa que forma parte del complejo; sin embargo, también
presenta una movilidad distinta (proteina detectada del lado derecho de la membrana, indicada con
flecha roja), la cual es proteina que no formo6 parte del complejo, ya que migrd separada de este en
la primera dimension (Figura 25, 1). Este resultado ya habia sido reportado previamente por Cruz-
Garcia et al. (2005).

El patron de migracion de la S-RNasa también se observé para NaTrxh (Figura 25, v). Esto puede
tener dos explicaciones: una es que una fraccion de NaTrxh forme parte del complejo y la otra no
interaccione con ninguna de ellas; o bien, que aquella que no interacciona con todo el complejo
solo interaccione con la S-RNasa y por ello presentan una movilidad similar durante la
electroforesis.

A pesar de que NaTrxh migra junto con todas las proteinas del complejo no es posible asegurar
que esta asociacion ocurra in vivo; ya que NaTrxh interacciona con gran afinidad tanto con la S-
RNasa como con 120K, es posible que una de estas interacciones la atraiga hacia el complejo en
las condiciones en las que se evaluo.
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La S-RNasa, 120K, NaTTS y NaPELPIII entran al tubo polinico aunque se desconoce la via de
ingreso. A la fecha solo se conoce que el ingreso de la S-RNasa de Malus domestica al citoplasma
del tubio polinico es mediado por el transportador MAABCF (Meng et al., 2014), pero se
desconoce para el resto de las proteinas del complejo. Por otro lado, Cruz-Garcia et al. (2005)
proponen que las proteinas S-RNasa, 120K, NaTTS y NaPELPIII ingresan en forma de complejo
lo cual puede ser a través de endocitosis. Si NaTrxh forma parte de este complejo, esta podria ser
también su via de ingreso al tubo polinico.

Cuando el complejo fue incubado con NaTrxh més NTR y NADPH (Figura 25, vi-ix), las proteinas
presentaron una movilidad similar a cuando no hay reducciéon (Figura 25, i-iv), indicando que
NaTrxh no modifica la estructura del complejo. Sin embargo, este complejo si se estabiliza por
puentes disulfuro, dado que al ser reducido con DTT, las proteinas cambian su movilidad
electroforética en la segunda dimension (Figura 25, x-xiii).
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Figura 25. Inmunodeteccion de las proteinas del complejo Sci0-RNasa-120K-NaTTS-NaPELPIII y de NaTrxh
en el sistema de dos dimensiones. Cuando se incubaron las proteinas del complejo con NaTrxh (i-v), todas mostraron
una movilidad electroforética caracteristica de proteinas en complejo, pero la S-RNasa y NaTrxh presentaron ademas
un corrimiento que indica que una cantidad de ellas estan fuera del complejo. La movilidad de las proteinas del
complejo no se ve alterada cuando se reducen con NaTrxh (vi-ix); sin embargo, el complejo si se disocia después de
la reduccion con DTT (x-xiii). n = 2 (réplicas biologicas).
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Aun con lo anterior, no se descarta la posibilidad de que haya ocurrido reduccion por NaTxh dentro
del complejo, pero de acuerdo con los resultados, ésta no provoca su disociacion. De hecho, se
sabe que NaTrxh reduce a la S-RNasa in vitro (Juarez-Diaz et al., 2006) y estando dentro del
complejo también podria reducirla.

7.2.2 La S-RNasa como blanco de NaTrxh.

Previamente en nuestro grupo se encontrd que NaTrxh, ademas de interaccionar con la S-RNasa,
la reduce in vitro (Juarez-Diaz et al., 2006). No obstante, no se ha estudiado a detalle la reduccion.
En el presente trabajo se evalu6 cuéles son los puentes disulfuro que son reducidos en la Scio-
RNasa.

Las S-RNasas pertenecen a la familia de ribonucleasas T2, de las cuales el miembro mas estudiado
es la RNasa Rh de Rhizopus niveus (Deshpande y Shankar, 2002). A la fecha se ha resuelto la
estructura cristalografica de la Sr11-RNasa de N. alata (Ida et al., 2001); también se han realizado
algunos estudios bioquimicos para conocer la posicion tanto de los puentes disulfuro como de los
sitios de glicosilacion de distintos haplotipos de S-RNasas de solaniceas (Oxley y Bacic, 1996;
Parry et al., 1997; Parry et al., 1998).

En todas las S-RNasas estudiadas se ha visto que hay 9 o 10 residuos de Cys y solo se forman
cuatro puentes disulfuro (Oxley y Bacic, 1996). La comparacion de las estructuras primarias de
las S-RNasas muestra que la posicion de las Cys involucradas en la formacion de puentes disulfuro
y de las Cys libres est4 conservada (Anderson et al., 1989; Clark et al., 1990; Brisolara-Corréa et
al., 2015).

Para la identificacion de los puentes disulfuro reducidos por NaTrxh, se tratd a la Scio-RNasa
purificada con NaTrxh + NTR + NADPH; como control se utilizé a la Scio-RNasa sin agente
reductor o reducida con TCEP. Los sulthidrilos expuestos después de la reduccion se marcaron
con NEM vy se identificaron mediante espectrometria de masas en el Centro de Proteémica de la
Universidad de Columbia-Missouri.

Los puentes disulfuro en la Scio-RNasa son: Cys16-Cys21, Cys45-Cys94, Cys155-Cys185 y
Cys168-Cys179, mientras que los residuos Cys77 y Cys95 estan libres (Figura 26). Los resultados
mostrados en la Tabla 3 confirman que el residuo Cys77 no forma ningun puente disulfuro, ya que
se encontrd con la modificacion con NEM en la Scio-RNasa con los tres tratamientos. La Cys95
tampoco forma ningtn puente disulfuro pero no fue identificada con la modificacion posiblemente
debido a que no se encontr6 accesible al NEM. Cuando la Scio-RNasa fue reducida con NaTrxh
se detecto que los residuos Cys155 y Cys185 se modificaron con NEM, indicando que este puente
disulfuro es reducido por NaTrxh in vitro. Por otro lado, TCEP redujo todos los puentes disulfuro
presentes en la Scio-RNasa ya que es un agente reductor no especifico.
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Figura 26. Alineamiento entre la Sr11- y la Sci-RNasa. Se indican los puentes disulfuro conservados y las Cys
libres para la Scio-RNasa (flechas).

Tabla 3. Reduccion in vitro de la Scio-RNasa por NaTrxh. Los resultados se basan en el porcentaje de
Cys modificadas con NEM en la Scio-RNasa sin reducir, reducida con TCEP o con NaTrxh (+ NADPH +
NTR). La Cys77 (remarcada en azul) no forma puente disulfuro. NaTrxh redujo especificamente en puente
formado entre las Cys155 y Cys185 (remarcada en rojo).

Péptido Posicién Modificacion con NEM
No reducida | TCEP ‘ NaTrxh

AFEYMQLVLQWPTAFCHTTPCK Cys-16 - + -

Cys-21 - + -
PDNVSTTLNYCAAKENFKNIE Cys-45 - + -
WPDLTTAETYCKQHQNFWRHE Cys-77 + + +
WRHEYNKHGKCCSESYNREQY Cys-94 - + -

Cys-95 - + -
KITQGYPNLSCTKGIMELVEI Cys-155%* - + +
GIMELVEIGICFDSMVKNVIN Cys-168 - + -
FDSMVKNVINCPHPKTCKPTG Cys-179 - + -
NVINCPHPKTCKPTGSNEIKF Cys-185%* - - +

La reduccion del puente disulfuro Cys155-Cys185 por NaTrxh, pordria ocurrir también in vivo, ya
que ambas proteinas se encuentran en el pistilo, asi como también el NADPH y la enzima NTR;
sin embargo, esto debe estudiarse a detalle. Por otro lado, el hecho de que la reduccion sea

especifica para solo un puente disulfuro, indica que podria ser un tipo de regulacion de alguna de
las funciones de la S-RNasa. De hecho, de manera general, la reduccion especifica de puentes
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disulfuro por Trxs puede activar o desactivar a una proteina, o bien, modificar su estructura para
exponer u ocultar algunos sitios de reconocimiento para otras proteinas (Gelhaye et al., 2004b).

7.3 Posible participacion de NaTrxh en el rechazo del polen en Nicotiana.

La S-RNasa participa en el rechazo del polen desempefiando diversas funciones. En primer lugar,
es la determinante de especificidad (McClure et al., 1989). Otra funcién esta relacionada con la
dindmica del citoesqueleto, ya que se ha visto que su interaccion con los filamentos de actina
provoca su despolimerizacion (Roldén et al., 2012; Chen et al., 2018).

Por otro lado, la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa es de gran interés, ya que la degradacion
del RNA del tubo polinico es uno de los principales eventos que provoca su muerte en una cruza
incompatible (McClure et al., 1990). La S-RNasa ingresa a los tubos polinicos independientemente
de su haplotipo S (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006), pero los tubos compatibles resisten a la
degradacion de su RNA, proceso que aun no se comprende en su totalidad. Los dos modelos
propuestos para el rechazo del polen se enfocan en explicar como el tubo polinico evade la
actividad de la ribonucleasa cuando la cruza es compatible (Goldraij et al., 2006; Kubo et al.,
2010).

Dada la importancia de la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa, en el presente trabajo se evalu6
el efecto de la reduccion especifica de la S-RNasa por NaTrxh sobre dicha actividad.

7.3.1 La reduccion especifica de la S-RNasa por NaTrxh provoca un incremento en
su actividad de ribonucleasa.

Se realizaron ensayos de actividad con la Scio-RNasa sin reducir, reducida con DTT, NaTrxh,
NaTrxhss (mutante en las Cys cataliticas), y la Trx de E. coli como control. Como se observa en
la figura 27, la Scio-RNasa tiene una actividad basal que disminuye considerablemente al ser
reducida con DTT, lo que podria estar ocurriendo porque este agente reductor podria desnaturalizar
a la proteina si reduce sus cuatro puentes disulfuro, o si reduce algin puente disulfuro cercano al
sitio activo, afectando severamente su actividad catalitica.

La reduccion con NaTrxh tiene el efecto contrario al DTT, ya que provoca un aumento de siete
veces en la actividad de la Scio-RNasa (Figura 27). Como se sefial6 anteriormente, la reduccion es
especifica de un puente disulfuro (Cys155-Cys185) y quizas esta ruptura provoca que la S-RNasa
tenga una conformacion mas favorable para la catalisis.

El tratamiento con NaTrxhss, quien no tiene actividad catalitica, corrobora que el incremento en
la actividad de la Scio-RNasa se debe a la reduccién y no es consecuencia de alglin tipo de
interaccion entre ambas proteinas, ya que la Scio-RNasa tratada con NaTrxhss no mostro efecto en
su actividad. De igual manera, en el tratamiento con la Trx de E. coli, la S-RNasa no tuvo
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incremento es su actividad. Esta Trx es més pequefia que NaTrxh ya que sus extremos N y C-
terminal son mas cortos y esto podria significar que no interacciona con la S-RNasa, tal como
ocurre en la mutante de NaTrxh que carece de los extremos N y C-terminal (Avila-Castafieda et
al., 2014). Por lo tanto, NaTrxh es la Unica de las Trxs evaluadas que puede reducir
especificamente el puente disulfuro Cys155-Cys185 en la Scio-RNasa (Figura 27).
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Figura 27. NaTrxh reduce a la S-RNasa e incrementa su actividad. Se midi6 la actividad de la Scio-RNasa sin
tratamiento o después de la reduccion con DTT, con la Trx de E. coli, con NaTrxh silvestre y la mutante NaTrxhss,
las cuales se esquematizan en A. B. El DTT redujo la actividad de la S-RNasa cuatro veces mientras que NaTrxh
aumento la actividad de ribonucleasa siete veces. Por su parte, NaTrxhss y la Trx de E. coli no tuvieron efecto en la
actividad. Las reacciones con las Trxs se realizaron con NTR y NADPH. Las barras indican el error estandar, n = 3

(réplicas biologicas). * y **** indican diferencias significativas a una probabilidad de 0.05 y 0.00001,

Actividad especifica de RNasa (A,g,/min*ml*mg)

respectivamente.

Como se menciond en el apartado anterior, la S-RNasa forma parte de un complejo con las
proteinas 120K, NaTTS y NaPELPIII. Se ha propuesto que su funcion es facilitar el ingreso estas
proteinas al tubo polinico ya que todas desempefian una funcion dentro de éste; sin embargo, una
vez que se localizan en el citoplasma del tubo polinico la S-RNasa, 120K, NaTTS y NaPELPIII
podrian disociarse para llevar a cabo sus funciones. Por ello, la S-RNasa podria estar disponible
para ser reducida por NaTrxh, como se observo in vitro. Por otro lado, en caso de que el complejo
no se disociara, si la S-RNasa o su region de interaccion con NaTrxh estan expuestas al solvente,
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la reduccién también podria ocurrir. Sin embargo, si la reduccion de la S-RNasa por NaTrxh ocurre
in vivo, y ésta provoca un incremento en la actividad, lo mas probable es que ocurra cuando es
necesaria la degradacion del RNA, para lo cual la S-RNasa deberia estar fuera del complejo.

7.3.2 Cambios estructurales en la S-RNasa que permiten el incremento en su actividad de
ribonucleasa.

La estructura 3D de la Sr11-RNasa se resolvio mediante cristalografia de rayos X (Ida et al., 2001).
Tomando esta estructura como molde, se generd un modelo por homologia de la Scio-RNasa para
visualizar la posicion del puente disulfuro blanco de reduccion de NaTrxh (Cys155-Cys185).

En la figura 28 se observa la conservacion de los cuatro puentes disulfuro, dos de ellos, Cys16-
Cys21 y Cys45-Cys94 en la Scio-RNasa se encuentran muy cerca del sitio activo de la enzima. Se
ha reportado que estos puentes ayudan a los residuos involucrados en la catalisis (His31 e His91)
a mantenerse en las distancias correctas para la reaccion y son tan importantes que no solo estan
conservados en las S-RNasas, sino que también lo estan en todas las RNasas de la familia T2 (Irie,
1999). El hecho de que ninguno de estos puentes haya sido reducido por NaTrxh explica porque
la S-RNasa puede degradar al RNA antes y después de ser reducida especificamente por NaTrxh.

S¢11-RNasa Scio-RNasa

Figura 28. Estructura tridimensional de la Sr11-RNasa (PDB: 1100) y modelo de la Sci10-RNasa. En azul cielo y
negro se muestran las dos regiones hipervariables, los cuatro puentes disulfuro conservados se indican en azul y se
muestran las cadenas laterales de las 2 His que conforman el sitio catalitico. La flecha negra sefiala el puente disulfuro
blanco de NaTrxh.
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Comparando las estructuras tridimensionales de la Scio-RNasa y la Sri1-RNasa (Figura 28) se
observa que la estructura de la proteina alrededor del puente disulfuro blanco de NaTrxh también
estd muy conservada. Este puente, el cual esta formado por las Cys155 y Cys185 de la Sci1o-RNasa
(Cys153 y Cys186 en la Sr11-RNasa), une a la hebra 4 de la S-RNasa con el asa formada después
de la hebra 5. Aunque éste no se encuentra manteniendo los aminodcidos del sitio activo, su
ruptura podria afectar la actividad de la ribonucleasa quizas a través de la interaccion, el
posicionamiento o la liberacion de su sustrato, el RNA. Para comprender los cambios
conformacionales se requiere obtener la estructura tridimensional de la S-RNasa con y sin el puente
disulfuro Cys155-Cys185 y observar las diferencias estructurales. Por el momento solo se ha
trabajado in silico debido a las dificultades para obtener suficiente cantidad de esta proteina para
su cristalizacion, la cual es citotdxica para E. coli y no se ha logrado sobreexpresar.

Se simulé la ruptura del puente disulfuro Cys153-Cys186 de la Sri11-RNasa y se observd que hay
cambios conformacionales muy leves en la estructura de la proteina, esto es debido al movimiento
de la hebra B4, el cual no es muy evidente (Figura 29. A y B). Este ligero movimiento afecta poco
a las hebras que forman parte del “core” de la S-RNasa (B1, B2 y B5) y provoca un cambio en la
orientacion de las His cataliticas, especialmente en la His32 que se localiza sobre una de estas
hebras (B2).

Para comprender este cambio conformacional en el sitio activo de la S-RNasa, se completo la
simulacién en presencia de un dinucle6tido CC como sustrato (Figura 29. C y D). El dinucleétido
se simulo tomando como molde . En esta simulacién y de acuerdo con el mecanismo catalitico de
la RNasa tipo A (Figura 30, Irie ef al., 1994). En la Sri1-RNasa los residuos His32 y Lys90 se
encuentran cargados mientras que la His91 estd protonada en el No. El supuesto complejo enzima-
sustrato se identifico por el posicionamiento correcto de los residuos cataliticos cerca de los &tomos
que influyen durante la catdlisis. Tanto en la Sri11-RNasa formando el puente disulfuro Cys153-
Cys186, como en la proteina reducida, se encontraron conformaciones favorables en donde la
His32 e His91 estan a las distancias adecuadas para efectuar la catalisis.

En las figuras 29 E y F se muestra la estructura del dinucleotido CC y algunos posibles residuos
implicados en la catdlisis en ambas versiones de la Sr11-RNasa. Se propone que la His32 protona
el 3'OH del nucledtido saliente mientras que la His91 forma un puente de hidréogeno con el 2'0OH
y promueve su activacion como nucledfilo para que ataque al fosforo del enlace fosfoéster. La
Lys90 también forma puentes de hidrogeno tanto con el fosfato como con el 2'OH del nucleotido
saliente. Por otro lado, el Glul65 se une a la His32 y promueve su activacion. A pesar de que los
cambios estructurales observados después de la ruptura del puente disulfuro Cys153-Cys183 son
sutiles, estos se propagan a toda la estructura de la Sri1-RNasa.
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A. S¢1;,-RNasa B. Sg1.-RNasa (Cys153-Cys186 red)

C. Sg;.-RNasa D. S¢;;-RNasa (Cys153-Cys186 red)
+RNA +RNA

E. S¢;;-RNasa F. Sg;-RNasa (Cys153-Cys186 red)
+ RNA (Sitio activo) + RNA (Sitio activo)

Figura 29. Cambios conformacionales en la Sr11-RNasa derivados de la ruptura del puente disulfuro Cys153-
Cys186. Se muestra la estructura de la Sr11-RNasa sin reducir (A), reducida en el puente disulfuro Cys153-Cys186
(B) y en complejo con un dinucleétido CC (C y D el RNA se muestra en negro). Algunos aminodacidos del sitio activo
de la Sr11-RNasa (H32, K90, H91 y E165) se ven afectados sutilmente debido a la ruptura del puente disulfuro Cys153-
Cysl86 (Ey F).
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Figura 30. Mecanismo catalitico de las RNasa tipo A. Los aminoacidos cataliticos son la His46 y la His 109. En el
primer paso de la degradacion del RNA (1), la His109 actua como catalizador base removiendo el hidrégeno de la
posicion -2"OH de la ribosa, mientras que la His46 participa en la reaccion como un catalizador acido que interacciona
con el oxigeno 5°del enlace fosfodiéster que sera escindido y acttia como donador de protones para el nucleotido que
sera liberado. En el segundo paso de la reaccion (2), el cual consiste en la hidrolisis del RNA, la funcion de los dos
aminoacidos cataliticos se revierte y ahora la His46 funciona como catalizador base mientras que la His109 es un
catalizador acido. Todos los demas aminoacidos participan en la estabilizacion del RNA (Tomado de Irie et al., 1994).

A pesar de que se observan algunas diferencias en el sitio activo de la enzima, no se tiene suficiente
informacion para asegurar que estos ligeros cambios son los que provocan el aumento en la
actividad de la S-RNasa después de ser reducida por NaTrxh. Dado que no se ha obtenido una
estructura de una RNasa con un fragmento més grande de RNA, no se evalu¢ la posible interaccion
entre el sustrato con regiones alejadas del sitio activo de la enzima; por ejemplo, los residuos
localizados en la hebra B4, los cuales son estabilizados por el puente disulfuro Cys153-Cys186.
Como se menciond anteriormente, el aumento en la actividad de la S-RNasa podria no estar
relacionado con la catalisis, sino con la entrada o liberacion del sustrato.
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No obstante, no hay duda de que hay una regulacion positiva en la actividad de la S-RNasa al ser
reducida especificamente por NaTrxh in vitro y una evidencia que apoya estos hallazgos es la
presencia de una mutante natural en Solanum peruvianum (antes L. peruvianum), la S3-RNasa que
no forma este puente disulfuro debido a una mutacién en uno de los residuos involucrados
(sustitucion de Asn en la Cys185 de la S3-RNasa). Esta mutante si tiene actividad; sin embargo,
cuando la Cys150 que estd libre es bloqueada con iodoacetato, la actividad de ribonucleasa
desciende 80% (Parry et al., 1997). En este ejemplo, la pérdida de la actividad cuando se bloquea
a la Cys150 podria deberse a que la presencia del iodoacetato impide de alguna manera la
interaccion con el RNA. Aunque atn no se ha estudiado a detalle esta mutante, estos resultados
revelan la importancia de los aminodcidos cercanos al puente disulfuro que se reduce en la S-
RNasa por NaTrxh.

7.3.3 La interaccion a través del dominio N-terminal de NaTrxh con la S-RNasa es
esencial para la reduccion.

NaTrxh pertenece a las Trxs tipo h subgrupo 2 (Juarez-Diaz et al., 2006). Su clasificacion dentro
de este grupo se debe a la presencia de un extremo N-terminal mas largo, respecto a las demas
Trxs; pero en NaTrxh también el extremo C-terminal es mas extenso. Previamente, se definieron
tres dominios en NaTrxh, dos hacia el N-terminal (Na y NB) y uno en el C-terminal. La funcién
de estos fue evaluada y se observé que NP media la secrecion de NaTrxh hacia el espacio
extracelular. Por otro lado, todos ellos participan en la interaccion de esta Trx con la S-RNasa,
siendo el dominio C-terminal el que presenta una mayor afinidad por la ribonucleasa (Avila-
Castaneda et al., 2014).

Las extensiones presentes hacia el N y C-terminal de NaTrxh podrian estar involucradas con la
reduccion de la S-RNasa. Una evidencia que apoya esta hipotesis es que la Trx de E. coli, quien
carece de estas extensiones, no fue capaz de activar a la S-RNasa (Figura 27). Para abordar lo
anterior, se utilizaron versiones de NaTrxh que carecian de estos dominios para reducir a la Scio-
RNasa y medir su actividad. Las proteinas mutantes generadas fueron NaTrxhANa (carece del
dominio Na, desde la Metl hasta la Alal6) NaTxhANof (carece del extremo N terminal completo,
desde la Metl hasta la Pro27) y NaTrxhACOO (carece del dominio C-terminal desde el Glu136
hasta la Glnis2). La mutante NaTxhANP no se pudo obtener debido a que después de su
sobreexpresion, la proteina es insoluble, dificultando su purificacion. El mismo comportamiento
para esta mutante fue observado previamente (Avila-Castaneda et al., 2014), llevando a proponer
que el dominio NP} también participa en la estabilidad de la proteina.

Los resultados mostraron que cuando NaTrxh carece inicamente del dominio Na, si provoca el
aumento en la actividad de la Scio-RNasa, pero no al mismo nivel que la proteina completa. Sin
embargo, cuando NaTrxh carece de ambos dominios hacia el extremo N-terminal, no hay ningun
efecto en la actividad de la S-RNasa. Retomando los resultados de Avila-Castafieda et al. (2014),
la interaccion entre la S-RNasa y NaTrxh se debilita cuando se elimina el dominio Na de NaTrxh,
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y lo hace atin mas cuando se elimina también el Nf. Por lo tanto, la falta de la interaccion a través
del extremo N-terminal de NaTrxh, especialmente la del dominio N, puede ser la clave de que
esta proteina no reduzca a la S-RNasa (Figura 31).

Por otro lado, la mutante que carece del dominio C-terminal tiene el mismo efecto sobre la Scio-
RNasa que la proteina completa, es decir, la reduce y activa (Figura 31). Previamente se observo
que al eliminar este dominio de NaTrxh la interaccion entre esta proteina y la S-RNasa disminuia
casi por completo, lo cual indica que existe una gran afinidad entre el C-terminal de NaTrxh y la
S-RNasa (Avila-Castaﬁeda et al., 2014); sin embargo, basandonos nuestros resultados, podemos
concluir que esta fuerte interaccion no esta involucrada con la reduccion.
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Figura 31. El dominio N de NaTrxh es esencial para la reduccién de la S-RNasa. Se midi6 la actividad de la
Sci0-RNasa sin tratamiento, con NaTrxh completa o con las versiones NaTrxhANa, NaTrxhANafp o NaTrxhACOO,
las cuales se esquematizan en A. B. Mientras que la reduccion con NaTrxhACOO activa a la S-RNasa de la misma
manera que NaTrxh completa, en el tratamiento con NaTrxhANa no se alcanzan los mismos niveles de activacion. En
contraste, la falta del extremo N-terminal completo en NaTrxh (tratamiento con NaTrxhANaf) provoca que se pierda
por completo la reduccion y la activacion de la S-RNasa. Las reacciones con las Trxs se realizaron con NTR y NADPH.
Las barras indican el error estandar, n = 3 (réplicas bioldgicas). ** y **** indican diferencias significativas a una
probabilidad de 0.01 y de 0.00001, respectivamente.

La participacion del extremo N-terminal de NaTrxh en la reduccion de la S-RNasa coincide con
reportes que indican que la interaccion entre una Trx y su proteina blanco es efimera (Wynn et al.,
1995). Si existe una interaccion débil entre el N-terminal de NaTrxh y la S-RNasa, una vez que
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ocurra la reduccion, estas proteinas se podrian disociar facilmente para que la S-RNasa actie
degradando el RNA del tubo polinico. A pesar de que esta interaccion podria darse cuando ambas
proteinas se encuentran en la matriz extracelular del tejido de transmision, la reduccion no tendria
lugar hasta que haya NADPH disponible y NTR esté presente, lo cual seria en el citoplasma del
tubo polinico.

Por otro lado, la interaccion a través del C-terminal debe tener otra funcion. Esta podria ser permitir
el ingreso de ambas proteinas al tubo polinico dentro del complejo S-RNasa-120K-NaTTS-
NaPELPIII descrito anteriormente. En este caso, una interaccion fuerte seria necesaria para poder
mantenerse dentro del complejo hasta alcanzar su localizacion final en el citoplasma del tubo
polinico donde desempefara sus funciones en el rechazo del polen.

7.3.4 Interaccion entre NrTrxh y la S-RNasa a través del dominio C-terminal.

El dominio C-terminal de NaTrxh comprende 17 aminodcidos (desde el Gluiss hasta la Glnisz)
(Avila-Castafieda et al., 2014). El gen ortélogo, denominado NrTrxh, presente en la especie AI V.
rastroensis, no presenta ninguna sustitucion a nivel de aminoacidos, pero la proteina es 10 residuos
mas corta, quedando con un extremo C-terminal de solo 7 aminoacidos (Figura 32). Esta diferencia
se debe a que en N. alata ocurre una modificacion postranscripcional en el mRNA de NaTrxh que
consiste en la eliminacién de una citosina; el corrimiento del marco de lectura provoca que el
triplete adyacente ya no sea un codon de termino y que se traduzcan 10 aminoacidos mas hasta
encontrar el siguiente codon de término (Torres-Rodriguez, 2016).
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A.

No N
NaTrxh MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHSSNRWQLHFNSSKQLNKLIVVDFAAT 60
NrTrxh MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHSSNRWQLHFNSSKQLNKLIVVDFAAT 60

IA A A A Ak A A Ak kk ok k Ak kk ok ok hkkk ok k ok kkk ok kkdkkk ok k ok k ks dkk ok kk k&

NaTrxh WCGPCKMMEPVINAMSAKYTDVDFVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVERVV 120

NrTrxh WCGPCKMMEPVINAMSAKYTDVDFVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVERVV 120
e sk e ok e sk ok ok ok ke ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ke ok ke ok ok ok ok ok ok sk ok ke ok ke ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok

NaTrxh GAKKDELEKKILKHREAPKFAASNYRTKEFHVQ 152

NrTrxh GAKKDELEKKILKHREAPKFAA-———==———— 142
ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok

C-terminal

mRNAN. alata 5"GAAGCUCCUAAAUUUGCUGCUAGUAAUUAUCGAACUAAAUUUCAUGUCCAAUAA 3’
EAPK FAA SNY RTK F H V QStop

mRNA N. rastroensis 5" GAAGCUCCUAAAUUUGCUGCCUAGUAAUUAUCGAACUAAAUUUCAUGUCCAATAA 3

E AP K F A A Stop

Figura 32. Alineamiento de secuencias de NaTrxh y NrTrxh. A. Alineamiento de seciencias de aminoacidos entre
NaTrxh y NrTrxh mostrando los tres dominios definidos para NaTrxh (Na, Nf y C-terminal). B. Secuencia del mRNA
de NaTrxh y NrTrxh de los codones que codifican para el dominio C-terminal. En NaTrxh la ausencia de una citosina
(marcada en rojo en NrTrxh) provoca el corrimiento del marco de lectura generando una proteina 10 aminoacidos mas
larga hacia el extremo C-terminal. Tomado de Torres-Rodriguez, 2016.

Dada la importancia del dominio C-terminal de NaTrxh para la interaccion con la S-RNasa, se
evalud si NrTrxh tiene la misma afinidad por la S-RNasa atn con la falta de 10 aminoacidos en
este dominio. Para ello se sobreexpreso y purifico a NrTrxh fusionada a GST y se generd una
matriz de afinidad con la proteina de fusién como ligando y otra con s6lo GST como control. Se
paso un extracto total de pistilo de N. rastroensis que expresa a la Scio-RNasa. Después de realizar
10 lavados con amortiguador de unién se hicieron eluciones con NaCl (0.1M y 0.2M) y Tween 20
(1%); posteriormente, se realizé una ultima elucion para separar proteinas fuertemente unidas con
50mM Glicina y 50mM NaCl, pH 2.6, tal como lo reporté Avila-Castafieda ez al. (2014).

Como se observa en la Figura 33. A, en una columna de afinidad de NaTrxh, la S-RNasa comienza
a eluir con NaCl, indicando que se rompen algunas interacciones idnicas entre la Trx y S-RNasa;
sin embargo, la mayor cantidad de proteina eluye hasta que se modifica el pH para recuperar la
proteina fuertemente unida (Avila-Castafieda et al., 2014). Por otro lado, NrTrxh interacciona con
menor afinidad con la S-RNasa debido a la ausencia de 10 aminodcidos. Esto se ve reflejado en
que toda la S-RNasa que se unio a la columna fue eluida con NaCl y Tween. Esto también indica
que la S-RNasa y NrTrxh interaccionan unicamente a través de interacciones débiles. En el control
de la columna sélo con GST, se ve un poco de uniéon de la S-RNasa, pero ésta se eluye con 0.2M
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de NaCl, ademas de que no es una cantidad importante de proteina unida a la columna (Figura 33.
B).
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Figura 33. NrTrxh interacciona con la S-RNasa con menor afinidad que NaTrxh pero también es capaz de
reducirla in vitro. A. Cromatografia de afinidad con NaTrxh para evaluar su interaccion con la S-RNasa. A pesar de
que la mayor cantidad de S-RNasa se uni6 fuertemente y eluye solo al modificar el pH (B1 y B2), hay S-RNasa que
interacciona con menor afinidad la cual eluye con 0.1 y 0.2M de NaCl (Tomado de Avila-Castafieda et al., 2014). B.
Columna de afinidad de GST (control, superior) y GST-NrTrxh (inferior) para evaluar su interaccion con la S-RNasa.
A diferencia que con NaTrxh, la S-RNasa se une con menor afinidad a NrTxh, ya que toda la proteina que se une
eluye con 0.2M de NaCl y con Tween. (UB/NU = No unido, W/L = Lavado, B/E = Elucion de proteinas fuertemente
unidas). C. Se midio la actividad de la Scio-RNasa sin tratamiento o después de la reduccion con NaTrxh y NrTrxh
(de N. rastroensis). No hay diferencias significativas entre la activacion de la S-RNasa reducida con NaTrxh o con
NrTrxh. Las reacciones con las Trxs se realizaron con NTR y NADPH. Las barras indican el error estandar, n = 3.
**%* indica diferencias de 0.00001.

NrTrxh podria participar en el mecanismo de rechazo del polen dado que N. rastroesis también es
una especie Al. A pesar de sus diferencias en el dominio C-terminal respecto a NaTrxh, la
reduccion de la S-RNasa esta dirigida por la interaccion a través del extremo N-terminal y no existe
ninguna diferencia entre el N-terminal de NaTrxh y NrTrxh (Figura 32), indicando que la
reduccion y la activacion de la S-RNasa debe ocurrir de igual manera. Lo anterior fue evaluado a
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través de ensayos de actividad, los cuales mostraron que efectivamente, ambas proteinas activan
de manera similar a la S-RNasa (Figura 33. C).

Los resultados anteriores refuerzan la hipotesis de que existe una regulacion redox en la S-RNasa
que es crucial para que se dé la respuesta de rechazo del polen ya que en dos especies distintas,
ambas Al, se encuentra la Trx encargada de la reduccion de la S-RNasa.

7.3.5 El efecto de la expresion NaTrxhss en los hibridos transgénicos.

La reduccion especifica de la S-RNasa por NaTrxh provoca un aumento en su actividad; ademas,
como se menciond en apartados previos, la coexpresion de NaTrxhss junto con NaTrxh tipo
silvestre en plantas transgénicas afecta el rechazo del polen, siendo este un claro ejemplo de
dominancia negativa.

Para dar una posible explicacion a este efecto se realiz6 el ensayo de actividad de la Scio-RNasa
incubada con concentraciones equimolares de NaTrxh tipo silvestre y mutante, con las condiciones
necesarias para su reduccion. Los resultados muestran que la actividad de ribonucleasa aumenta
cuando estan presentes tanto NaTrxhss como la proteina tipo silvestre, respecto a cuando no se
afiadié ninglin agente reductor, pero esta activacion no alcanza los niveles observados cuando sélo
NaTrxh tipo silvestre estd presente para reducir a la S-RNasa (Figura 34. A). Lo anterior indica
que en presencia de ambas versiones de NaTrxh, tipo silvestre y mutante, no toda la S-RNasa es
reducida.

Estos resultados permiten hipotetizar que la presencia de NaTrxhss impide que NaTrxh reduzca a
su blanco adecuadamente y esto podria deberse a que la S-RNasa que interacciona con NaTrxhss
en lugar de con NaTrxh tipo silvestre, queda secuestrada impidiendo que sea reducida y activada.
Para evaluar esta posibilidad se incub6 a la S-RNasa con distintas concentraciones de NaTrxhss
durante una hora antes de realizar la reduccion con NaTrxh. Posteriormente, se calculd la actividad
de ribonucleasa. Como puede observarse en la Figura 34. B, el incremento en la actividad de
ribonucleasa fue menor conforme aumento la concentracion de la proteina mutante, por lo tanto,
los niveles de actividad observados se deben a aquella S-RNasa que no interaccion6 con NaTrxhss
y que estuvo libre para poder ser reducida por NaTrxh tipo silvestre.

Lo anterior también es evidencia de que los complejos NaTrxhss-S-RNasa son estables y que el
sitio de interaccion podria estar ocultando el puente disulfuro blanco de reduccion en la S-RNasa
(Cys155-Cys185). Dado que NaTrxh interacciona con gran afinidad con la S-RNasa (Avila-
Castafleda et al., 2014), es posible que la proteina tipo silvestre pueda desplazar a la mutante
cuando esta se encuentra en complejo con la S-RNasa. Para evaluar esto, se pre-incubd a la S-
RNasa con la concentracion de NaTrxhss con la cual ya no se observan cambios en la actividad
(80uM) y se realiz6 la reduccion con concentraciones crecientes de NaTrxh. Posteriormente, se
calcul¢ la actividad de ribonucleasa. La Figura 34. B muestra que NaTrxh tipo silvestre no puede
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desplazar a NaTrxhss ya que no hay diferencias en la actividad de ribonucleasa calculada a pesar
de incrementar la concentracion de NaTrxh tipo silvestre.
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Figura 34. La presencia de NaTrxhss impide que NaTrxh tipo silvestre reduzca a la S-RNasa. A. Se midio6 la
actividad de la Scio-RNasa sin tratamiento o después de la reduccion con NaTrxh tipo silvestre, NaTrxhss, o tratada
con ambas versiones de NaTrxh en la misma proporcion. Al afiadir ambas versiones de NaTrxh en cantidades
equimolares (60uM) se observa que la actividad de la S-RNasa no alcanza los niveles observados cuando NaTrxh la
reduce por completo. B. La S-RNasa fue pre-incubada con distintas concentraciones de NaTrxhss previo a realizar la
reduccion con NaTrxh, de la cual también se vari6 la concentracion de proteina utilizada para la reaccion.
Posteriormente, se midio la actividad de ribonucleasa. Se observa el incremento en la actividad de la S-RNasa al ser
reducida con NaTrxh, como habia ocurrido anteriormente; sin embargo, al aumentar la concentracion de NaTrxhss
utilizada para pre-incubar, el incremento en la actividad es cada vez menor. A 80uM de NaTrxhss no hay cambios en
la actividad de ribonucleasa respecto al control sin reducir y esto se mantiene a pesar de aumentar la concentracion de
la proteina tipo silvestre. Las reacciones con las Trxs se realizaron con NTR y NADPH. Las barras indican el error
estandar, n = 5. *, ** y *** indican diferencias significativas a una probabilidad de 0.05, 0.001 y de 0.0001,
respectivamente.
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Los resultados anteriores contribuyen a explicar el fenotipo intermedio de aceptacion del propio
polen observado en los hibridos transgénicos. Nuestra hip6tesis es que, en una cruza incompatible,
en algunos tubos polinicos se reduce suficiente S-RNasa para que esta tenga suficiente actividad
para llevar a cabo el rechazo, pero otros, donde NaTrxhss mantiene inaccesible a la S-RNasa, la
reduccion no ocurre y los tubos polinicos son aceptados por el pistilo ya que la S-RNasa no tiene
actividad suficiente para atacarlos.

Sin embargo, en los hibridos transgénicos no se midio la cantidad de proteina producida por los
pistilos, ademas tampoco se demostré la actividad de las dos versiones de NaTrxh. Una manera
indirecta de saber si NaTrxh silvestre funciona en estas plantas es midiendo la actividad de la S-
RNasa. En los hibridos transgénicos ésta deberia ser menor a la cuantificada en los hibridos sin
transformar ya que, de acuerdo a nuestra hipdtesis, NaTrxhss impediria la reduccion de una
fraccion de la S-RNasa. Sin embargo, en este experimento lo ideal seria medir solo la actividad de
la S-RNasa que entre a los tubos polinicos ya que en el pistilo polinizado habria mucha actividad
de fondo de toda la S-RNasa que no ingresd; ésto podria alterar nuestra interpretacion. Otra
alternativa es purificar a la S-RNasa de los pistilos de los hibridos transgénicos polinizados,
marcarla con NEM vy ver la proporcion de la S-RNasa que estd reducida en el puente disulfuro
C155-C185, respecto a la que estd oxidada en este sitio. En este caso, la proporcion de S-RNasa
reducida serd baja ya que solo la S-RNasa que haya entrado a los tubos polinicos podra ser
reducida; en este segundo experimento también hay que tomar en cuenta que otra cantidad dentro
de los tubos polinicos no se reducira por la presencia de NaTrxhSS y que demas, la cantidad de S-
RNasa que no entra a los tubos polinicos es muy elevada y esta no estard reducida. Los
experimentos anteriores también corroborarian que el fenotipo observado es una dominante
negativa.

Por otro lado, se desconoce cudl es la cantidad minima de S-RNasa que se requiere para rechazar
el propio polen; sin embargo, este es un punto importante a considerar, sobretodo tomando en
cuenta los modelos descritos para explicar el rechazo del polen, los cuales proponen que existe un
momento en el tubo polinico en donde hay S-RNasa libre en el citoplasma pero esta no degrada al
RNA. Con nuestros resultados, ahora proponemos que esta carece de actividad suficiente hasta
que no es reducida por NaTrxh.

7.4 Estructura tridimensional de NaTrxh por cristalografia y difraccion de rayos X

7.4.1. Obtencion de cristales de NaTrxh y difraccion.

La cristalizacion de una proteina ocurre en dos pasos. Primero la nucleacion, que significa el paso
de la proteina de un estado completamente desordenado a un estado ordenado, esta requiere que la
proteina esté sobresaturada. Si la formacion de ntcleos es demasiado rapida los cristales

87



resultantes son muchos y muy pequeios, por lo que lo ideal es tener pocos nticleos que puedan
generar cristales de mayor tamafio. La segunda etapa consiste en el crecimiento del cristal a partir
de los nucleos. Las condiciones adecuadas para la formacion de cristales dependen de cada
proteina, por ello es necesario realizar un screening empleando distintas condiciones hasta
encontrar aquella que permite la cristalizacion de la proteina de interés (McPeterson y Gavira,
2014).

Las primeras pruebas de cristalizacién con NaTrxh se realizaron con una concentracion de 12 pg/ul
en un amortiguador con acetato de amonio 10 mM, pH 6.0, ya que bajo estas condiciones se logrd
la cristalizacion de la Trx HvTrx2 en complejo con su proteina blanco, BASI (Maeda et al., 2006).
Se realizaron 48 pruebas con el kit de cristalizacion Wizard 3 y unicamente se encontraron cristales
en la condiciéon 4 (Formato de amonio 200 mM y 20% de PEG 3,350 como agente precipitante) y
utilizando el método de gota apoyada (Figura 35. A).

Uno de estos primeros cristales de NaTrxh fue difractado en el Laboratorio Nacional de Estructura
de Macromoléculas del Instituto de Quimica de la UNAM en colaboracién con la Dra. Adela
Rodriguez Romero. Se obtuvo una estructura preliminar a una resoluciéon media de 3.2A, en la
cual no se resolvieron 52 aminoacidos contenidos en los extremos N y C-terminal de NaTrxh.

Con el objetivo de mejorar los cristales para obtener la estructura de NaTrxh a mayor resolucion
y determinar mas aminoacidos, se realizaron pruebas en gota apoyada con la misma condicion,
pero anadiendo los aditivos del kit de Hampton. Los aditivos quimicos mejoran el proceso de
cristalizacion, ya sea porque favorecen la formacion de nucleos o porque promueven el
crecimiento del cristal (McPeterson y Gavira, 2014). En las pruebas con los aditivos también se
evaluaron tres concentraciones de proteina 10, 12 y 15 pg/ul.

Se obtuvieron cristales en 25 condiciones con aditivos (Anexo 9, Figura 35. B). La concentracion
optima de NaTrxh para su cristalizacion es 12 pg/ul, ya que en esta se formaron cristales de mayor
tamafio. Cabe mencionar que, al afadir los aditivos, el tiempo de aparicion de los cristales fue de
aproximadamente 15 dias, contrastando con 60 dias que fue el tiempo de formacion de los cristales
sin aditivo.

De igual manera se realizaron pruebas en gota colgante, inicamente con 12 aditivos en los que
previamente se habia observado crecimiento en el método de gota apoyada. A pesar de que se
observaron cristales en todas las condiciones, estos fueron muy pequefios por lo cual no fueron
difractados (Figura 35. C).
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* Condicion #4 del kit Wizard 3:
Formato de amonio 200mM y 20% de PEG 3,350
* NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio 10mM pH 6
* Formado en gota apoyada
« Difractado a 3.2A

« Condicidon #4 del kit Wizard 3:
Formato de amonio 200mM y 20% de PEG 3,350
* Aditivo #53 de Hampton:
10% de PEG 3,350
* NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio 10mM pH 6
* Formado en gota apoyada
« Difractado a 2.5A en sincrotrén

* Condicidn #4 del kit Wizard 3:
Formato de amonio 200mM y 20% de PEG 3,350
* Aditivo #93 de Hampton:
0.25% de diclorometano
* NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio 10mM pH 6
* Formado en gota apoyada
« Difractado a 1.7A en sincrotrén

* Condicion #4 del kit Wizard 3:
Formato de amonio 200mM Yy 20% de PEG 3,350
* Aditivo #1 de Hampton:
0.1M de Cloruro de bario dihidrato
* NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio 10mM pH 6
* Formado en gota apoyada
« Difractado a 2A en sincrotrén

« Condicidon #4 del kit Wizard 3:
Formato de amonio 200mM y 20% de PEG 3,350
* Aditivo #1 de Hampton:
0.1M de Cloruro de bario dihidrato
* NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio 10mM pH 6
* Formado en gota colgante
* Cristales no difractados

Figura 35. Morfologia de los cristales de NaTrxh. A. Cristales obtenidos sin aditivo en el método de difusion de
vapor en gota apoyada. B. Cristales obtenidos con aditivos en el método de difusion de vapor en gota apoyada. C.
Cristales obtenidos con aditivos método de difusion de vapor en gota colgante. A la derecha de cada imagen se enlistan
las condiciones de la cristalizacion.
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Tabla 4: Condiciones de cristalizacion de la proteina NaTrxh para su difracccion de rayos
X.

Condicion de cristalizacion Resolucion # de cristales
difractados

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350 2A 1

Aditivo 1: 0.1M de Cloruro de bario dihidrato

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350 1.85A 1

Aditivo 7: 0.1M de Cloruro de manganeso

(IT) tetrahidrato

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350 2.5A 1

Aditivo 53: 10% PEG 3,350

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350 1.7A* y 2

Aditivo 93: 0.25% de Diclorometano 2.8A

* Datos correspondientes a la estructura mostrada en el presente trabajo.

Se seleccionaron los cristales de mayor tamafio para crioprotegerse y difractarse. La difraccion se
realizé en la linea 191D del Advanced Photon Source del Argonne National Laboratory en
colaboracion con la Dra. Lilian Gonzalez Segura. Se obtuvieron cinco juegos de datos (Tabla 4),
de los cuales aqui se reporta el de mayor resolucion que fue a 1.7A.

Para los cinco cristales difractados se colectaron 600 imagenes con un tiempo de exposicion de
0.5 seg y 0.5° de oscilacion.

7.4.2. Resolucion de la estructura de NaTrxh

La estructura de NaTrxh obtenida a a 1.7A de resolucién se muestra en la figura 35. Existen
distintos parametros estadisticos que reflejan la calidad y confiabilidad de nuestros datos:

o Completeness: Indica el porcentaje de reflexiones colectadas en comparacion con el
namero de reflexiones posibles para un cristal dependiendo de su simetria. Este debe ser
mayor a 90% para todos los datos y mayor a 70% en la ultima capa de resolucion
(Arkhipova et al., 2017).

® Ruerge: Es el valor de error de la colecta de los datos, indica la concordancia entre multiples
medidas de una reflexion dada. Su valor debe ser de 0.1 para todos los datos (Karplus y
Diederich, 2012).

e Multiplicidad: Es el nimero de mediciones por cada reflexion. El valor minimo aceptado
de multiplicidad es 3 (Wlodawer et al., 2008).

e (CCl1/2: Este parametro refleja si la mitad de los datos pueden predecir la otra mitad y se
calcula con el valor CC, el cual es la relacion entre las senales efectivas y las sefales de
ruido. El valor CC1/2 debe ser cercano a 1 en para todos los datos y superior a 0.8 en la
ultima capa de resolucion (Karplus y Diederichs, 2015).
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e I/o (I): Indica cual es la sefal de ruido. Este debe ser un valor cercano a 2 en la tiltima capa
de resolucion (Karplus y Diederichs, 2015).

® Ruo/Riee: Valores de error que indican la concordancia entre las difracciones y el modelo
generado. Reee no debe ser mayor al 10% del valor de la resolucion; mientras que Ryork
puede variar en un radio de 0.05 a 0.08 respecto al Ryok (Read ef al., 2011).

En la Tabla 5 se muestran los parametros estadisticos de la estructura de NaTrxh obtenida por
difraccion de rayos X. Si se comparan con los valores de referencia se puede asegurar que la
estructura obtenida para NaTrxh es de buena calidad.

A la fecha, se han reportado numerosos ejemplos de estructuras de Trxs de diversos organismos
(Holmgren et al., 1975; Neira et al., 2001; Maeda et al., 2006; Collet y Messens, 2010; Fritz-Wolf
et al.,2011; Campos-Acevedo et al., 2013) las cuales presentan un plegamiento muy conservado.
La primera estructura reportada fue la de la Trx de E. coli cuyo plegamiento consiste en cinco
hebras B rodeadas por cuatro a-hélices. Hacia el N-terminal se encuentran B1, al, f2, a2 y B3,
donde las hebras P son paralelas; posteriormente, se forma la a-hélice tres la cual conecta con 34,
B5 y a4, estas ultimas dos hebras B son antiparalelas (Holmgren et al., 1975). NaTrxh conserva
este plegamiento, con la Uinica diferencia de que no presenta la hebra 5 (Figuras 36 y 37).
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Tabla 5. Parametros estadisticos de la colecta de datos de la difraccion de rayos X y del
afinamiento del modelo de NaTrxh

Colecta de datos
Longitud de onda (A) 0.9795
Grupo espacial P2:2:2;
Dimensiones de la celda unitaria
a, b, c(A) 45.99, 68.85, 70.80
a, B,y (©) 90, 90, 90
Monomeros por unidad asimétrica 2
Rango de resolucion (A) 49.36/1.7
Reflecciones totales 215,966
Reflecciones tnicas 25,159 (1,235)
Completeness (%) 99.3 (99.4)
Rumerge (%0) 10.6 (103.2)
Mean I/c (I) 25.2 (2.6)
Multiplicidad 8.6 (7.5)
CCip 1.00 (0.86)
Estadistica del afinamiento
Rango de resolucion (A) 49.36/1.7
Rwork/Riree (%0) 18.54/22.02
Numero de atomos
Proteina 1910
Agua 126
Etilen glycol 8
Factor B (A%
Proteina 30.09
Agua 44.67
Etilen glycol 62.92
RMSD para estequiometria ideal
Longitud de enlaces (A) 0.006
Angulos de enlaces (°) 0.772
Estadisticos del grdfico de Ramachandran
Residuos en regiones mas favorables (%) 98.46
Residuos en regiones permitidas (%) 1.54
Residuos en regiones no permitidas (%) 0
Codigo PDB 6X0B

*Los valores entre paréntesis corresponden a la tltima capa de resolucion
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Sitio reactivo

Figura 36. Estructura tridimensional de la proteina NaTrxh a 1.7A de resolucion. Vista completa de la estructura
de NaTrxh mostrando el plegamiento tipico de Trx que incluye cuatro hebras B y cuatro a-hélices. Los extremos N y
C-terminal se indican con los residuos G22 y A134, respectivamente. A la derecha se muestra un acercamiento de la
region donde se encuentran los residuos cataliticos.

La posicion del sitio reactivo de NaTrxh (Ws1CGPCgs) también estd conservada. Trp61 y Cys62
se encuentran en el asa formada entre la hebra B2 y la a-hélice 2, mientras que Gly63, Pro64 y
Cys65 se encuentran al inicio de la a-hélice dos (Figura 36). Ademas del sitio reactivo y de las
Cys cataliticas, otros residuos estan muy conservados en las Trxs. Entre ellos se incluyen tres
residuos de Pro, uno de ellos es el que se ubica dentro del sitio reactivo y es un residuo clave que
determina el poder reductor de la Trx (Ross et al., 2007). La segunda Pro conservada se situa cinco
residuos hacia el C-terminal del sitio reactivo y es de gran importancia estructural, dado que
produce un pequeiio pliegue en la hélice 02 que separa al sitio reactivo del resto de la hélice,
ademas es requerida para la estabilidad de la proteina (de Lamotte-Guéry et al., 1997). Por tltimo,
el tercer residuo de Pro conservado se localiza detras del sitio reactivo y siempre se encuentra en
posicion cis para ayudar a mantener su conformacion y el potencial redox (Gleason, 1992). Estos
tres residuos se encuentran conservados en NaTrxh (Pro64, Pro70 y Pro105) (Figura 37).
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B1 al B2
—) —

NaTrxh MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIMHSSNRﬂQLHmSSKQLNKLIV[VDFAAT 60
EcTrxS2 ———————————— SDKIIHL-TDDSEDT---DLVKADGAILVDEWAE 30
* * ok k * *
a2 B3 a3 B4 B5
——) ——— =) XS
NaTrxh PVINAMSAKYTD-VDFVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQ) VERV 119
EcTrxS2 IAPILDE IADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYI ERGIPTLLL TK 90
* ok ok ok ok ok ok * *k kk * Kk
ad
NaTrxh ELEKKILKHREAPKFAASNYRTKEFHVQ 152
EcTrxS2 SKGQLKEFLDANLA-—-————————————— 108
* %k * * *

Figura 37. Alineamiento de secuencias de las tiorredoxinas NaTrxh de N. alata y Trx S2 de E. coli. El
alineamiento muestra la conservacion de los elementos de estructura secundaria entre ambas Trxs (indicados en la
parte superior). NaTrxh Ginicamente carece de la hebra B5 (indicada con linea punteada). Ademas del sitio reactivo
(rojo), otros aminoacidos como Pro (amarillo), Gly (magenta) y aminoacidos cargados (gris) se encuentran
conservados en la estructura de las Trxs. Los residuos que forman el core hidrofobico se muestran en verde.

Tres residuos de Gly también son esenciales en las Trxs. Uno de ellos, el cual esta localizado
dentro el sitio activo, es esencial para mantener su conformacion y el potencial redox; los otros
dos residuos definen la longitud de la hebra 5 en la Trx de E. coli (Collet y Messens, 2010). Esta
hebra no se forma en NaTrxh, pero los dos residuos de Gly si se encuentran conservados, indicando
que podrian desempefiar otra funcion importante en la proteina (Gly63, Glyl13 y Glyl21 en
NaTrxh; Figura 37).

Estudios previos en la Trx de E. coli sefalan la importancia de ciertos aminoacidos aromaticos,
especificamente dos residuos de Phe, localizados en el extremo N-terminal de la a-hélice uno y en
el C-terminal de la hebra B2, respectivamente. Estos mantienen el plegamiento de la Trx, ya que
sus cadenas laterales se posicionan hacia el interior hidrofobico (Collet y Messens, 2010). Para
NaTrxh, el interior hidrofobico esta formado por las cadenas laterales de los residuos Val54, Phe57
y Trp39 (Figura 37).

Finalmente, para que se lleve a cabo la catélisis, es necesaria la presencia de aminoacidos con
carga que activen a las Cys del sitio reactivo para que estas puedan llevar a cabo los ataques
nucleofilicos durante la reduccion del puente disulfuro blanco. Se han encontrado algunos residuos
con carga conservados, que se localizan principalmente en las hebras B2 y B3 de las Trxs; sin
embargo, a la fecha no se han generado mutantes para confirmar su funcionamiento (Eklund et al.,
1984). En NaTrxh se encuentran algunos residuos cercanos al sitio reactivo que podrian
desempefiar dicha funcion como la Lys66, la Lys86 y el Asp56 (Figura 37).
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Como se menciono anteriormente, los extremos N y C- terminal de NaTrxh son mds extensos en
comparacion con las demdas Trxs (Juarez-Diaz et al., 2006) y comprenden 27 y 17 residuos,
respectivamente, de los cuales s6lo se resolvieron cinco aminoécidos correspondientes al extremo
N-terminal y dos al C-terminal en la estructura. Previamente se habia generado un modelo de
NaTrxh donde se mostraba que los extremos N- y C-terminal eran regiones altamente
desordenadas (Avila-Castafieda et al., 2014). Esto se corrobora con nuestros resultados, ya que
ambos extremos de la proteina no presentaron densidad electronica debido a su gran movilidad.
También se sabe que estas regiones son muy importantes para la interaccion con la S-RNasa. Las
regiones altamente desordenadas pueden estabilizarse cuando interaccionan con algun ligando, en
este caso, la cristalizacion y difraccion de estas regiones podria lograrse si NaTrxh estuviera en
complejo con la S-RNasa.

7.5 Interaccion de NaTrxh con la S-RNasa para su reduccion.

Existen algunos reportes de Trxs cristalizadas junto con su proteina blanco (Maeda et al., 2006).
Para esto se genera un complejo estable que se mantiene unido por un puente disulfuro, el cual se
logra debido a que se introduce una mutacion en la segunda Cys del sitio reactivo de la Trx. Dado
que durante la reduccion esta Cys participa en la ruptura del puente disulfuro del intermediario
Trx-proteina blanco, en una mutante el intermediario nunca se disocia y el complejo permanece
unido covalentemente (Motohashi et al., 2001).

Gracias a las estructuras obtenidas de una Trx con su sustrato, ha sido posible visualizar la
interaccidn entre ambas proteinas cuando se estd llevando a cabo la reduccion. Por ejemplo, la
tiorredoxina HvTrxh2 de Hordeum vulgare, establece interacciones de van der Waals y puentes
de hidrogeno con la proteina BASI que es su sustrato, a través de las cadenas laterales de los
residuos localizados en las asas adyacentes al sitio reactivo, los cuales se localizan entre la hebra
B2y la a-hélice dos, la a-hélice tres y la hebra 4, y entre la hebra 5 y la a-hélice cuatro; mientras
que en el sustrato, el sitio de interaccion se da a través de los atomos del esqueleto de tres
aminoacidos hidrofobicos (Maeda et al., 2006). A diferencia de NaTrxh, HvTrxh2 no tiene un
extremo N-terminal tan extenso (27 aminoacidos en NaTrxh y 11 aminoacidos en HvTrxh2), el
cual ademas no se resolvid en su estructura y no hay evidencia de que esté involucrado en la
interaccidn con su blanco para permitir su reduccion, en contraste a lo observado para NaTrxh y
la S-RNasa.

A pesar de que las Trxs son muy especificas al reducir puentes disulfuro, éstas pueden tener
diversos blancos (Yano et al., 2001). Con cada blanco se podria establecer una interaccion distinta
para la reduccion. En NaTrxh, la interaccion que permite la reduccion de la S-RNasa se establece
a través del extremo N-terminal; sin embargo, para otros blancos de NaTrxh, ésta podria no ser
relevante como en el caso de la interaccion entre HvTrx2 y BASI (Maeda et al., 2006).
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En la estructura obtenida de NaTrxh solo es posible apreciar seis residuos del N-terminal, que
forman parte del dominio Nf. Estos residuos estan orientados hacia el sitio reactivo, mientras que
el dominio C-terminal se dirige al lado opuesto (Figura 35). Esta conformacion concuerda con la
propuesta de que la interaccion a través del N-terminal permite la reduccion de su puente disulfuro.

Para tener una mejor visualizacion de la interaccion entre la S-RNasa y NaTrxh, se realizé una
simulacion utilizando el protocolo de docking proteina-proteina con ROSETTA, en colaboracion
con el Dr. Rogelio Rodriguez Sotres. Se seleccionaron aquellos complejos donde la Cys62 de
NaTrxh, la cual se encuentra en el sitio reactivo, estaba a menos de 10A de los residuos Cys153 y
Cys186 de la Sri1-RNasa (correspondientes a la Cys155 y la Cys185 de la Scio-RNasa) debido a
que son los que forman el puente disulfuro que es reducido por NaTrxh. Sobre esta simulacion se
modelaron los extremos N- y C-terminal para determinar sus posibles conformaciones.

Ninguna de las conformaciones iniciales condujo a la formacién de un complejo estable, sin
embargo, esto era de esperarse ya que estas proteinas no forman un dimero permanente y su
interaccion, al menos a través del N-terminal de NaTrxh, debe durar el tiempo suficiente para
permitir el primer ataque nucleofilico por parte de la Cys62 de NaTrxh, el cual llevara a la
formacion de un puente disulfuro momentaneo entre las proteinas. El complejo se establecia por
pocas décimas de ns y se desintegraba, pero esto fue informacion suficiente para identificar
algunos residuos importantes que participan en su estabilidad (Figura 38).

Para mejorar el muestreo de la conformacion del complejo, se introdujo una fuerza de atraccion
equivalente a la energia a un puente de hidrégeno entre los &tomos de azufre de la Cys62 de NaTrxh
y la Cys186 de la Sr11-RNasa. Esta estrategia permitio identificar contactos persistentes (presentes
en mas del 60% de los marcos de simulacion). Una interaccion significativa fue el contacto entre
el Glul55 de la Sr11-RNasa con la cadena lateral de la Cys62 y la cadena principal de la Met104
de NaTrxh (Figura 38). El Glul55 de la Sk11-RNasa podria tener una participacion importante
durante la reduccidén ya que, estando bajo la influencia de la nube de electrones del Trp61 de
NaTrxh (presente en el sitio reactivo), podria abstraer el proton del grupo tiol de la Cys62 de
NaTrxh lo que conduciria a un tiolato. Después de un cambio conformacional, el tiolato podria
atacar el puente disulfuro Cys153-Cys186 de la Sri1-RNasa. Ademas de este contacto, hubo
contactos adicionales que agregaron estabilidad entre los residuos en el extremo N-terminal de
NaTrxh, como la Ser6 de NaTrxh (Figura 38).

Durante la simulacion se observd que el extremo N-terminal de NaTrxh, a pesar de su gran
movilidad, la mayor parte del tiempo se encuentra interaccionando con la S-RNasa, en una region
expuesta que comprende varias asas y que estd opuesta al sitio donde se localizan las regiones
hipervariables (Figura 38). Esta region contiene residuos cargados positivamente como Lys158,
Lys188 y Lys191, mientras que la extension N-terminal de NaTrxh contiene residuos cargados
negativamente, como Glul5 y Glul8, que podrian favorecer la interaccion. El hecho de observar
interaccion a través de una region conservada entre las S-RNasas apoya la hipdtesis de que NaTrxh
podria interaccionar con cualquier haplotipo y reducir especificamente el mismo puente disulfuro.
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A.
NaTrxh

Figura 38. Simulacion de la interaccién entre NaTrxh y la S-RNasa para su reducciéon. A. Se muestra la
simulacion de la interaccion entre NaTrxh (azul cielo) y la Sr11-RNasa (naranja) donde el sitio reactivo de NaTrxh
(negro, las cadenas laterales corresponden a los residuos cataliticos C62 y C65) se acerca al puente disulfuro blanco
de reduccion en la S-RNasa (C153-C186, negro). A lo largo de la simulacion, el extremo N-terminal de NaTrxh (rojo)
interacciona con la S-RNasa y se mantiene en movimiento cerca de varias asas en la S-RNasa, mientras que el extremo
C-terminal (azul marino) se orienta hacia el lado opuesto. Como puede observarse, las regiones hipervariables en la
S-RNasa (verde) se localizan alejadas de esta interaccion a través del extremo N-terminal de NaTrxh. B. Zona de
contacto entre NaTrxh y la Sr11-RNasa La superficie del complejo (verde) se muestra en translucida, mientras que en
colores solidos se muestran los residuos de NaTrxh (azul) y de la Sri1-RNasa (naranja) donde se localizan los
contactos. C. Detalle atdbmico de contactos mas representativos entre NaTrxh (C62, C65 y M104) y la Sri1-RNasa
(C153, E155, D184 y C186).
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Por otro lado, con los pardmetros utilizados en la simulacién, no se observo interaccion entre estas
proteinas a través del extremo C-terminal de NaTrxh, lo cual concuerda con nuestros resultados
que mostraron que este extremo no participa en la reduccion de la S-RNasa. El extremo C-terminal
podria tener otra funcion al interaccionar con la S-RNasa, la cual no se ha estudiado a profundidad,
pero también podria ser relevante para el rechazo el polen, ya que, por ejemplo, podria contribuir
a que ambas proteinas ingresen al tubo polinico.

A pesar de que la dindmica molecular nos da un acercamiento para entender como interaccionan
las proteinas, ain son posibilidades y podrian no reflejar precisamente lo que ocurre a nivel
molecular. Para tener una explicacion mas acertada seria necesario generar varias mutantes y
cristalizarlas para captar distinos momentos en la interaccion entre la S-RNasa y NaTrxh. Sin
embargo, para el proposito de este trabajo, las simulaciones nos permitieron tener una mejor vision
para comprender los resultados obtenidos in vitro acerca de las interacciones necesarias para la
activacion de la S-RNasa por reduccion especifica por NaTrxh.

7.6 Modelo de la participacion de NaTrxh en el rechazo del polen en Nicotiana.

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 funcion es crucial para inhibir del
crecimiento del tubo polinico en las cruzas incompatibles (McClure et al., 1989). Lo anterior junto
con nuestros resultados acerca de que NaTrxh es esencial para el rechazo del polen, lleva a
proponer que la S-RNasa entra inactiva al tubo polinico o que la actividad que tiene no es suficiente
para rechazar al polen, por ello al inicio su funcion seria la del reconocimiento de SLF. Sin
embargo, la S-RNasa podra tener su actividad citotoxica suficiente para inhibir el crecimiento del
tubo polinico una vez que sea reducida por NaTrxh, lo cual ocurriria en una etapa posterior.

Con esto se explicaria el porqué la S-RNasa entra a todos los tubos polinicos independientemente
de su haplotipo, pero tiene actividad s6lo en contra de aquellos provenientes de una cruza
incompatible. El modelo colaborativo explica que esto es porque SLF ubiquitina y degrada a la S-
RNasa compatible; sin embargo, bajo este modelo atn queda la duda de si este evento es lo
suficientemente rapido para detoxificar toda la S-RNasa antes de que esta comience a degradar el
RNA. Ademas, en una cruza incompatible, la degradacion del RNA del tubo polinico no ocurre
inmediatamente y tampoco se explica por qué la S-RNasa no es citotoxica desde un inicio. En
contraste, el modelo de la compartamentalizacion explica que la mayor parte de la S-RNasa
compatible estd secuestrada en una vacuola y hay poca S-RNasa en el citosol. Este modelo
tampoco explica por qué la S-RNasa que estd en el citosol no ataca al RNA del polen. Con base
en nuestro trabajo proponemos que, para inhibir el crecimiento del tubo polinico, no es suficiente
que la S-RNasa entre al tubo polinico y se localice en el citosol, sino que es necesaria su reduccion
por NaTrxh para ser citotoxica.
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Un punto importante para considerar es la localizacion de NaTrxh. NaTrxh es producida por las
células del tejido de transmision del estilo y es secretada a su espacio extracelular (Juarez-Diaz et
al., 2006). Los tubos polinicos crecen a través de esta matriz extracelular que va desde el estigma
hasta el ovario. A lo largo de este trayecto, los tubos polinicos se alimentan de los componentes
de la matriz extracelular que incluyen proteinas que sirven de guia para que los tubos polinicos
alcancen su destino final que es el ovario, o bien proteinas que lo nutren y que estan involucradas
con su crecimiento. También aquellas proteinas que participan en los mecanismos de
reconocimiento y rechazo del polen, ingresan a los tubos polinicos y desempefian funciones
esenciales dentro del mismo (Rea y Nasrallah, 2008). Por tal motivo, se propone que NaTrxh
desempefia sus funciones para el rechazo del polen dentro del tubo polinico.

Cabe recordar que las tiorredoxinas por si solas no pueden reducir a su blanco, si no que requieren
de NTR (quien reduce a la Trx) y de NADPH (Gelhaye et al., 2004b). Para el caso de NaTrxh no
se ha encontrado a la NTR encargada de su reduccion; sin embargo, analisis transcriptomicos de
tubos polinicos de N. tabacum revelan la expresion de una NTR citosélica (Conze et al., 2017), lo
cual apoya la idea de que NaTrxh acttie en este sitio, en donde también hay NADPH disponible
(Cardenas et al., 2016).

Nuestra propuesta es que NaTrxh activa a la S-RNasa que esta disponible en el citoplasma del tubo
polinico (Figura 39), la cual es compatible con los dos modelos vigentes del rechazo del polen. La
S-RNasa ingresa al tubo polinico independientemente de su haplotipo Sy lo podria hacer a través
de dos vias: una seria directamente al citoplasma, posiblemente a través de un transportador como
MJABCEF reportado en M. domestica (Meng et al., 2014) o por endocitosis. Una vez en el
citoplasma y después de interaccionar con SLF, solo la S-RNasa incompatible serd ubiquitilada y
degradada a través del proteosoma 268, tal como lo indica el modelo colaborativo. Por su parte, la
S-RNasa compatible permanecerd libre en el citoplasma y sera activa para degradar el RNA del
tubo polinico solo hasta que NaTrxh la reduzca.

De acuerdo con el modelo de la compartamentalizacion de la S-RNasa, el ingreso de la S-RNasa
seria preferentemente a través de endocitosis, aunque no se descarta su incorporacion por un
transportador. La incorporacion al interior del tubo polinico por endocitosis dirigiria a la S-RNasa
masivamente a una vacuola en donde permanecera hasta su ruptura, lo cual ocurrira s6lo en una
cruza incompatible. La S-RNasa liberada al citoplasma debido a la ruptura de la vacuola sera
activada por NaTrxh para degradar el RNA del tubo polinico y culminar la respuesta de rechazo
del polen.
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Figura 39. Participacién de NaTrxh en el rechazo del polen a través de la activacién de la S-RNasa. NaTrxh
activara a la S-RNasa libre en el citosol del tubo polinico. De acuerdo con el modelo colaborativo, la S-RNasa libre
sera aquella que no interacciond con SLF porque la cruza fue Al, mientras que, de acuerdo con el modelo de
compartamentalizacion, la S-RNasas se liberan de la vacuola. Solo hasta que la S-RNasa es reducida especificamente
por NaTrxh, podra ser activa para degradar el RNA del tubo polinico e inhibir su crecimiento.

No se habia demostrado la participacion de proteinas reductoras en la Al gametofitica; sin
embargo, se reportd una mutante natural en polen de Prunus armeniaca (Rosaceae) que es
autocompatible debido a la inserciébn de un transposon que evita la expresion de una
oxidorreductasa denominada ParMDO (Prunus armeniaca locus M Disulfide bond A-like
Oxidoreductase) (Mundz-Sanz et al., 2017). La Al en Rosaceae, como en Solanaceae, depende de
S-RNasas (Vilanova et al., 2006). Los autores proponen que la funciéon de ParMDO en el
mecanismo podria ser afectando la actividad de alguna de las determinantes de especificidad en
Rosaceae (Mundz-Sanz et al., 2017). Lo anterior refuerza nuestra propuesta de que existe una
regulacion redox en el mecanismo de Al gametofitica.
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8. Conclusiones

NaTrxh es una proteina esencial para el rechazo del polen alelo S-especifico, el cual
participa a través de la reduccion y activacion de la S-RNasa.

NaTrxh participa en un mecanismo de incompatibilidad interespecifica donde también
estan involucradas HT-B y NaStEP para el rechazo del polen de N. plumbaginifolia.

El incremento en la actividad de la S-RNasa se da por la reduccion de uno de sus cuatro
puentes disulfuro (formado entre las Cys155 y Cys185 de la Scio-RNasa), el cual esta
conservado en todas las S-RNasas.

La interaccion dada entre el dominio NP} de NaTrxh y la S-RNasa, media la reduccion
especifica de la ribonucleasa.

9. Perspectivas

Generar dos mutantes de la Scio-RNasa, una en su sitio activo y otra tanto en el sitio activo
como en las Cys155 y Cysl85; sobreexpresarlas en E. coli, purificarlas y cristalizarlas.
Esto permitiria determinar los cambios conformacionales derivados de la reduccion del
puente disulfuro blanco de NaTrxh.

Obtener un complejo estable entre la S-RNasa y NaTrxh para su cristalizacion.

Evaluar si la interaccion entre la S-RNasa y NaTrxh a través de su extremo C-terminal
permite el ingreso de ambas proteinas al tubo polinico.
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11. Anexos

Anexo 1. Protocolo para extraccion de banda de gel con el Kit GeneJET Gel Extraction Kit
Thermo Scientific.

a) Cortar la banda del gel que contiene el fragmento de DNA deseado y pasar a un tubo de 1.5 ml.

b) Anadir 1 volumen de Binding Buffer e incubar a 60°C durante 10 min, mezclando por inversion
cada 2 min para facilitar la subilizacion.

c) Transferir el DNA solubilizado a una columna de purificaciéon sobre un tubo colector.
Centrifugar a 12,000 g durante 1 min.

d) Anadir 100 ul de Binding Buffer y centrifugar a 12,000 g durante 1 min. Descartar el
sobrenadante del tubo colector.

e) Anadir 700 pl de Washing Buffer y centrifugar a 12,000 g durante 1 min. Descartar el
sobrenadante del tubo colector.

f) Centrifugar a 12,000 g durante 1 min para eliminar todo el Washing Buffer.

g) Situar la columna en un tubo de 1.5 ml y afiadir 50 pl de Elution Buffer al centro de la columna.
Centrifugar a 12,000 g durante 1 min y almacenar a -20°C hasta su uso.

Anexo 2. Transformacion de células de E. coli quimicamente competentes.

a) Agregar a 100 pl de células competentes 1 ng del plasmido con el que se desea transformar.
b) Incubar en hielo durante 30 min.

¢) Incubar a 42°C durante 30 segundos.

d) Incubar en hielo durante 2 min.

e) Adicionar 500 pul de medio LB e incubar en agitacion (200 rpm) 37°C durante 1 hr.

f) Centrifugar a 13,000 rpm durante 1 min. Descartar el sobrenadante y resuspender en 100 ul de
LB.

g) Verter 50 pul en una placa de agar con antibioticos y dispersar con perlas de vidrio h) Incubar
toda la noche a 37°C.

e Medio LB:

o 1 grde Peptona o Triptona
o 0.5 grde NaCl

o 1 gr de Extracto de levadura

Disolver en 100 ml de H>O desionizada y esterilizar en autoclave.
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Si se desea realizar medio solido, afiadir 1.5 gr de agar previo a la esterilizacion.

Anexo 3. Extraccion de DNA plasmidico de E. coli con el kit GeneJET Plasmid Miniprep
Kit.

a) Tomar un cultivo de 3 ml crecido durante toda la noche a 37°C y centrifugarlo a 13,000 rpm
durante 1 min. Desechar el sobrenadante.

b) Resuspender con vortex el boton celular en 250 pl de Resuspension Buffer.

c¢) Anadir 250 pl de Lysis solution y mezclar por inversion 6 veces.

d) Anadir 350 pl de Neutralization Buffer y mezclar por inversion 6 veces.

e) Centrifugar durante 5 min a 12,000 g.

f) Transferir el sobrenadante a una columna de purificacion colocada sobre un tubo colector.
g) Centrifugar durante 5 min a 12,000 g y eliminar el sobrenadante del tubo colector.

h) Anadir 500 pl de Wash solution y centrifugar durante 1 min a 12,000 g. Eliminar el sobrenadante
del tubo colector.

1) Repetir el paso h
j) Centrifugar a 12,000 g durante 1 min.

k) Situar la columna en un tubo de 1.5 ml y afiadir 50 pl de Elution Buffer al centro de la columna.
Centrifugar a 12,000 g durante 1 min y almacenar a -20°C hasta su uso.

Anexo 4. Transformacion de células de A. tumefaciens electrocompetentes.

a) Vertir 2 ng 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 1820 V en electroporador.

d) Recuperar las células de la celda con 1 ml de medio LB mezclando suavemente y pasarlo a un
tubo de 1.5 ml.

e) Incubar 2 h a 37°C con agitacion (200 rpm).

f) Centrifugar a 13,000 rpm durante 1 min. Descartar el sobrenadante y resuspender en 100 ul de
LB.

g) Verter 50 pl en una placa de agar con antibidticos y dispersar con perlas de vidrio.
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g) Incubar de 12 a 15 ha 37°C.

Anexo 5. Medios utilizados en cultivo de tejidos.

O 0O 0O O O 0O O o O O

NAP6-4 (Medio para regeneracion). Las cantidades son para preparar 1 L de medio.
40 pl de BA (6-bencilaminopurina) a 50 mg/ml
200 pl de mioinositol a 50 mg/ml

2 pl de écido nicotinico a 50 mg/ml

2 pl de piridoxina-HCl a 50 mg/ml

20 pl de tiamina-HCI a 50 mg/ml

10 ul de AIA (acido 3-indolacético) a 50 mg/ml
10 ml de glicina a 0.5 g/L

4.4 g de MS (Medio Murashige & Skoog)

1 g de MES

30 g de sacarosa

Ajustar a pH 5.7 y esterilizar en autoclave. Si se desea medio sélido, afiadir 0.12 gr de Phytagel
por cada 100 ml de medio antes de esterilizarse.

Antes de utilizar el medio, afiadir 100 mg/L de acido ascorbico y 100 mg/L de acido citrico como
antioxidantes.

O O O 0O O O O

MS (Medio para enraizar). Las cantidades son para preparar 1 L de medio.
200 pl de mioinositol a 50 mg/ml

2 pl de écido nicotinico a 50 mg/ml

2 pl de piridoxina-HCl a 50 mg/ml

20 pl de tiamina-HCI a 50 mg/ml

4.4 gr de MS (Medio Murashige & Skoog)

0.6 gr de MES

20 g de sacarosa

Ajustar a pH 5.7, anadir 0.25 gr de Phytagel por cada 100 ml de medio y esterilizarse en autoclave.

Antes de utilizar el medio, afiadir 100 mg/L de acido ascorbico y 100 mg/L de acido citrico como
antioxidantes.

Anexo 6. Extraccion de DNA gendomico por el método de CTAB (Allen et al., 2006)

a) Triturar 200 mg de tejido en un mortero con pistilo frio y con N liquido.
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b) Transferir el tejido molido a un tubo de 1.2 ml y afiadir buffer de extraccion (Tris 0.1M pH 8.0,
NaCl 1.4 M, EDTA 0.02 M, 2% CATB, 1% B-mercaptoetanol) precalentado a 65°C.

¢) Incubar a 65°C durare 30 min, agitando cada 5 min.
d) Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a TA.

e) Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y adicionar 800 pl de PCI. Mezclar agitando con la
mano.

f) Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a TA.

g) Transferir la fase acuosa superior a un tubo nuevo y adicionar 200 pl de isopropanol frio.
Mezclar bien e incubar 10 min a TA.

h) Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C.

1) Eliminar el sobrenadante y secar el pellet.

j) Resuspender en 250 pl de TE.

k) Adicionar 2.5 pl de RNasa A (Sigma) e incubar a 37°C durante 30 min.

1) Adicionar 25 pl de acetato de sodio 3M y mezclar bien.

m) Adicionar 1.2 ml de etanol 100% frio e incubar a -20°C durante 20 min.

n) Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C. Eliminar el sobrenadante y secar bien el pellet.

) Resuspender en 50 ul de TE y almacenar a -20°C hasta su uso.

Anexo 7. SDS-PAGE

La electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida se efectud 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:

1.4 ml de Agua

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

25 ul de PSA 20%

2.5 pl de Temed

O O O O O

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.
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Preparacion gel concentrador

O O O O O

1 ml de Agua

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

20 pl de PSA 20%

5 ul de 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 0.28 M pH 6.8, glicerol 30% (v/v), SDS 1% (w/v), azul de
bromofenol 0.0012%, DTT 0.5 M]. La electroforesis se efectu6 durante 1.5 ha 120 V en buffer de

corrida de glicina (glicina 14.4 g, Tris 3 g, SDS 1 gen 1 L de H20).

Anexo 8. Composicion de las condiciones (Kit Wizard 3) para las pruebas de cristalizacion

de NaTrxh.
Numero de Agente precipitante Buffer
condiciéon
4 20% Polietilenglicol 3,350 Formato de amonio 200 mM

14* 20% Polietilenglicol 6,000 Citrato de tri-sodio 100 mM pH 5.0
15% Citrato de tri-sodio 1.6 M -

18* 20% Polietilenglicol 6,000 Citrato de tri-sodio 100 mM pH 4.0
20* 10% Polietilenglicol 6,000 HEPES 100 mM pH 7.0

30%* 25.5% Polietilenglicol 4,000 -

37* Sulfato de amonio 3.2 M Citrato de tri-sodio 100 mM pH 5.0
43%* 30% Polietilenglicol 8,000 -

* Condiciones probadas en gota colgante.

Anexo 9. Composicion de los aditivos (Kit de Hampton) para la cristalizacion de NaTrxh.

Numero de aditivo Composiciéon del aditivo

1

0 N kW

0.1M de Cloruro de bario dihidrato

0.1M de Cloruro de cadmio hidrato

0.1M de Cloruro de calcio dihidrato

0.1M de Cloruro de cobalto (II) hexahidrato
0.1M de Cloruro de cobre (II) dihidrato

0.1M de Cloruro de magnesio hexahidrato
0.1M de Cloruro de manganeso (II) tetrahidrato
0.1M de Cloruro de estroncio hexahidrato

115



10
11
12
16
17
23
40
53
62
63
64
65
68
72
82
93

0.1M de Cloruro de itrio (III) hexahidrato
0.1M de Cloruro de zinc

0.1M de Cloruro de hierro (III) hexahidrato
0.1M de Cloruro de niquel (II) hexahidrato
1M de Cloruro de potasio

IM de Cloruro de litio

1M de Citrato de sodio tribasico dihridrato
0.1M de Cloruro de cobalto (IIT) hexamina
10% de Polietilenglicol 3,350

30% de Glicerol

3M de NDSB-195

2M de NDSB-201

2M de NDSB-211

0.5% de 1,2,3-heptanetriol

5% de n-dodecil-B-D-maltosido

30% de Etanol

0.25% de Diclorometano
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SUMMARY

In self-incompatible Solanaceae, the pistil protein S-RNase contributes to S-specific pollen rejection in con-
specific crosses, as well as to rejecting pollen from foreign species or whole clades. However, S-RNase alone
is not sufficient for either type of pollen rejection. We describe a thioredoxin (Trx) type h from Nicotiana
alata, NaTrxh, which interacts with and reduces S-RNase in vitro. Here, we show that expressing a redox-in-
active mutant, NaTrxhgs, suppresses both S-specific pollen rejection and rejection of pollen from Nicotiana
plumbaginifolia. Biochemical experiments provide evidence that NaTrxh specifically reduces the Cysqss-
Cysqgs disulphide bond of Scio-Rnase, resulting in a significant increase of its ribonuclease activity. This
reduction and increase in S-RNase activity by NaTrxh helps to explain why S-RNase alone could be insuffi-

cient for pollen rejection.

Keywords: NaTrxh, Nicotiana alata, Self-incompatibility, S-RNase.

INTRODUCTION

Because flowering plants rely on extrinsic vectors, such as
insects and wind to disperse pollen, they often deploy pol-
len—pistil interactions to control mating success. For exam-
ple, self-incompatibility (SI) mechanisms favour outcrossing
by preventing self-fertilization and interspecific pollen rejec-
tion mechanisms help to avoid crosses between species.
Self-incompatible species in Solanaceae, Plantaginaeae,
and Rosaceae display S-RNase-based Sl, which is geneti-
cally controlled by the S-locus (de Nettancourt, 2001). Self-
crosses are prevented because pollen with an S-haplotype
identical to the pistillate parent is rejected. The S-locus
includes two or more tightly linked genes that encode the
pistil and pollen S-specificity determinants: a ribonuclease,
called S-RNase (McClure et al., 1989), and one or more
S-locus F-box proteins, SLF or SFB (Lai et al., 2002; Wil-
liams et al., 2014), respectively. S-RNases are secreted into
the extracellular matrix of the stylar transmitting tract
(Anderson et al., 1989) and are taken up by growing pollen
tubes (PTs) regardless of whether the cross is incompatible
(self-pollen) or compatible (non-self-pollen) (Luu et al.,
2000; Goldraij et al, 2006), although only the RNA of
incompatible PTs is degraded (McClure et al., 1990).

The pollen S-determinant, SLF in Solanaceae, is
encoded by a suite of pollen-expressed genes (Lai et al.,
2002; Williams et al., 2014). SLF proteins form SCF com-
plexes (Spk1-Cullin1-F-box protein) that are involved in
the ubiquitination of proteins destined for degradation
(Hua and Kao, 2006). Recognition between S-RNase and
SLF in PTs determines whether the pollen is accepted or
rejected depending on the S-haplotype (de Nettancourt,
2001; McClure and Franklin-Tong, 2006; McClure et al.,
2011).

Because S-RNase acts as a cytotoxin, pollen-side Sl func-
tions are assumed to provide resistance to S-RNase in
compatible crosses. The collaborative non-self-recognition
model (Kubo et al., 2010) suggests that, together, the suite
of SLF proteins encoded by a given S-haplotype allows
ubiquitination and degradation of all S-RNases except, cru-
cially, the single self-S-RNase encoded by that haplotype.
In this model, self-S-RNase causes PT rejection because it
evades degradation. The alternative S-RNase compartmen-
talization model suggests that PTs are resistant to S-RNase
because it is initially sequestered into membrane compart-
ments and rejection occurs when large amounts of
S-RNase are released (Goldraij et al., 2006).

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd 1
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S-RNase and SLF proteins also contribute to some types
of interspecific pollen rejection, although these mecha-
nisms are less well understood. Both S-RNase and SLF
proteins have been directly implicated in interspecific pol-
len rejection in the tomato clade (Bedinger et al., 2017). In
Nicotiana, S-RNase is implicated in both Nicotiana
plumbaginifolia and Nicotiana tabacum pollen rejection
(Murfett et al., 1996; Beecher et al., 1998), although via dis-
tinct mechanisms. Nicotiana plumbaginifolia pollen rejec-
tion is similar to Sl (although not S-specific), whereas
N. tabacum pollen rejection differs in several respects (Li
and Chetelat, 2010; Tovar-Méndez et al., 2014).

Modifier genes (MGs) are also essential for both Sl and
interspecific pollen rejection (Murfett et al., 1996; Bedinger
et al., 2017). The in vivo functions of several MGs have been
confirmed through loss- or gain-of-function studies
(McClure et al., 1999; Kondo et al., 2002; Hancock et al.,
2005; Puerta et al., 2009; Jiménez-Duran et al., 2013; Garcia-
Valencia et al., 2017), although their biochemical functions
are unknown. For example, suppressing either of the two
pistil-side MGs HT-B and NaStEP causes loss of S-specific
pollen rejection (McClure et al., 1999; Jiménez-Duran et al.,
2013). The exact function of HT-B is unknown, although it is
degraded in compatible PTs (Goldraij et al., 2006). When
NaStEP is suppressed, HT-B is degraded in both compatible
and incompatible PTs, suggesting that it protects HT-B in
incompatible crosses (Jiménez-Duran et al., 2013). NaSIPP,
identified as a mitochondrial phosphate-carrier pollen pro-
tein that interacts with NaStEP, also results in Sl disruption
when suppressed (Garcia-Valencia et al., 2017). Importantly,
immunolocalization experiments show normal S-RNase
uptake in HT-B and NaStEP suppressed lines (Goldraij et al.,
2006; Jiménez-Duran, 2013). Thus, the mere presence of
S-RNase inside PTs is not sufficient for pollen rejection.

We previously described a putative MG from Nicotiana
alata that encodes a thioredoxin (Trx) type h called NaTrxh
(Juarez-Diaz et al., 2006). Trxs comprise small proteins (12—
17 kDa) widely distributed, in prokaryotes and eukaryotes,
with thiol-disulphide reductase activity, that modify other
proteins by reducing disulphide bonds through their con-
served active site (WCXXC) (Holmgren, 1985). Both Cys
residues contained in this motif form a disulphide bond
when the Trx is inactive/oxidized (Trx-S,). Reduction of tar-
get protein by Trxs takes place when NADPH and NADPH-
dependent Trx reductase (NTR) are present. Reducing
equivalents are provided from NADPH via NTR to reduce
Trx active site [Trx-(SH),], which is necessary to break the
disulphide bond on the target protein (Holmgren, 1985).

In eukaryotes, Trxs generally exhibit a ubiquitous expres-
sion profile, indicating that they are involved in different
physiological roles. Furthermore, plant Trxs are highly poly-
morphic (Arnér and Holmgren, 2000; Marchand et al., 2004)
which regarding their primary structure, eight types of Trxs
have been identified so far (Meyer et al., 2002). Trxs type h

(Trx h) form the largest and the most heterogenous group of
these proteins and are classified into three subgroups (Gel-
haye et al., 2004). NaTrxh clusters within subgroup 2 (Juéarez-
Diaz et al., 2006), which includes Trxs that possess an exten-
sion towards their N-terminal, although NaTrxh contains a C-
terminal extension as well (Avila-Castaneda et al., 2014).

In Arabidopsis, Trxs are expressed in the whole plant,
although some of them are differentially expressed under
different conditions and/or different organs, suggesting
their participation in a wide diversity of processes accord-
ing to their presumably specific target proteins (Arnér and
Holmgren, 2000). Trxs targets include key proteins of
mechanisms such as the Calvin-Benson cycle, the anti-
oxidative stress system, germination and seedling devel-
opment, to mention just some examples (Zhang and Por-
tis, 1999; Marx et al, 2003; Yamazaki et al, 2004).
Regarding the specificity of Trxs on particular events, two
Trxs from Brassica have been found to be involved in
sporophytic Sl (Cabrillac et al., 2001; Haffani et al., 2004).

NaTrxh is preferentially expressed in S| N. alata pistils
compared to those from self-compatible (SC) N. plumbagini-
folia (Juérez-Diaz et al., 2006; McClure et al., 2011), which, in
addition to the in vitro studies where NaTrxh was not only
found to reduce S-RNase, but also to form a stable protein-
protein interaction with it, suggests that NaTrxh might play
a key role in gametophytic S-RNase-based S| (Juarez-Diaz
et al., 2006; Avila-Castaneda et al., 2014).

To test the above hypothesis, several attempts at NaTrxh
silencing were carried out, although we were unable to
recover plants. This might be explained by the fact that
NaTrxh is expressed in several N. alata organs (Juarez-Diaz
et al., 2006) and it is therefore possible that it could be
involved in other physiological roles during early develop-
mental stages, similar to other plant thioredoxins (Marx
et al., 2003; Yamazaki et al., 2004). As a solution, we gener-
ated transgenic hybrid plants expressing a redox-inactive
mutant NaTrxh (NaTrxhgs) protein and found disruption of
S-specific pollen rejection and rejection of pollen from SC
N. plumbaginifolia. Biochemical studies show that NaTrxh
reduction occurs specifically at the Cysqss-Cysqgs disul-
phide in Scio-RNase and that this results in a seven-fold
increase in its ribonuclease activity. We conclude that
NaTrxh is required for full S-RNase function in pollen rejec-
tion in vivo. The in vitro results provide unusually good
insight into the biochemical mechanism of the MG and
suggest that it functions in the gametophytic S| pathway to
achieve S-specific pollen rejection.

RESULTS

NaTrxh is required for S-specific pollen rejection in
Nicotiana

NaTrxh was originally identified in a cDNA-amplified
fragment length polymorphism screen between SC
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N. plumbaginifolia and N. alata cv. BT, a horticultural N.
alata selection that is SC because it does not express S-
RNase (McClure et al., 2011). Protein blot analysis shows
that NaTrxh is only detected in N. alata and other self-in-
compatible (Sl) species, indicating a role in pollen rejection
(Figure S1a); however, quantitative reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis confirms that
all species assayed express the NaTrxh transcript, although
with differences in expression levels, with N. plumbagini-
folia being present at the lowest levels (Figure S1b). The
presence of NaTrxh mRNA and its absence in pistils
of N. plumbaginifolia suggests a translational regulation
of NaTrxh in this species, which needs further research.

In Solanaceae, in vivo studies are best for testing
whether potential MGs function directly in SI. We previ-
ously reported that NaTrxh colocalizes with S-RNase in the
N. alata stylar transmitting tissue extracellular matrix, that
it interacts with S-RNase, and that it is capable of reducing
S-RNase disulphides (Juarez-Diaz et al, 2006; Avila-
Castaneda et al., 2014). To test whether NaTrxh functions
in pollen rejection, we expressed a redox-inactive mutant
of NaTrxh, NaTrxhgs, with both cysteines substituted for
serine in the conserved WCGPC motif. Because N. alata
cannot be transformed (Beecher et al., 1998), we generated
three independent N. plumbaginifolia::NaTrxhgs lines and
crossed them with N. alata Scio- or Sap-pollen. Fourteen
transgenic N. plumbaginifolia::NaTrxhgs x N. alata Sa2So,
and Sc10S, hybrids reached maturity and six were selected
for testing NaTrxhss expression and pollen rejection phe-
notype. For brevity, these are referred to as Say-hybrids
and Scqo-hybrids, respectively. Specific primers were
designed to amplify NaTrxhgss and wild-type (wt) NaTrxh
transcripts (differing in only three nucleotides, Figure S2).
RT-PCR using NaTrxhss specific primers confirmed
NaTrxhss transcript expression (Figure 1a), for which
levels are lower than the wt NaTrxh transcript. Differences
in expression levels might be a result of the promoters that
drive their transcription. NaTrxhss is under the control of
the CaMV35S promoter, which may exhibit weaker expres-
sion in reproductive tissues than in vegetative ones (Wil-
liamson et al., 1989; Murfett et al., 1992, 1995), whereas the
native NaTrxh is under its own promoter, which, in
N. alata, leads to high expression levels (Figure S1b).
Immunoblots showed that NaTrxhss expression did not
affect S-RNase, HT-B, NaStEP or 120 K protein levels
(Figure S3).

Pollination tests showed that NaTrxhss expression pre-
vents S-RNase dependent pollen rejection. Untransformed
controls and Scqo-hybrids expressing NaTrxhss were polli-
nated with Sco- (incompatible) or Saz-pollen (compatible),
and PT growth near the base of the style was checked after
72 h. Controls showed a normal S-specific pollen rejection
response: Scqo-PTs were rejected, although numerous Sa,-
PTs reached the base of the style (Figure 1c, i, ii). However,
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three independent Scqo-hybrids expressing NaTrxhgs lost
S-specific pollen rejection, showing numerous PTs of both
types at the base of the styles (Figure 1c, iii-vi). Five inde-
pendent Spp-hybrids expressing NaTrxhss also showed
this phenotype, in which both Scq1o- and Sa,-PTs were com-
patible (Figure S4). Because redox-inactive NaTrxhgs pre-
vented S-specific pollen rejection, we conclude the redox
activity of NaTrxh is essential for SI.

Because transgenic hybrids expressing NaTrxhss also
express wt NaTrxh from N. alata, the pollen rejection phe-
notype was expected to be partial. To test this, we per-
formed pollinations with fewer amounts of pollen grains
aiming to determine whether there was a difference in the
percentage of pollen tubes reaching the base of the
style. S-specific pollen rejection in wt N. plumbaginifo-
lia x N. alata Sc10Sc1o hybrids occurred between the
stigma and one-third of the style, where uncountable num-
ber of pollen tubes were observed in the lower zones when
pollinated with N. alata Sx,Sa, pollen and 0% (n=4)
when pollinated with N. alata Sc19Sc1o pollen (Figure S5).
When NaTrxhss-expressing Sa-hybrids were pollinated
with Sgqo-pollen, we found that all pollen tubes grew
towards the base of the style, as expected in a compatible
cross (Figure 2). Conversely, when we pollinated
NaTrxhss-expressing Sao-hybrids with Sap-pollen (incom-
patible cross), 56.96 + 20.6% (n = 3) of PTs reached the
base of the style (Figure 2). Similar results were obtained
when NaTrxhss-expressing Scio-hybrids were tested: all
PTs reached the base of the style in a compatible cross
and 55.15 + 10.2% (n = 4) in an incompatible cross. Thus,
an increase in the number of PTs that reached the bottom
of the style in the incompatible cross indicates that, in
these PTs, there was a dominant-negative effect by compe-
tition between the wt NaTrxh and the mutant NaTrxhsg for
its substrate, the S-RNase. In addition, the low PTs accep-
tance could correlate with the expression levels of
NaTrxhss in transgenic hybrids (Figure 1a).

NaTrxh is required for N. plumbaginifolia pollen rejection

Because other MGs (i.e. HT proteins and NaStEP) are
essential for interspecific pollen rejection (Hancock et al.,
2005; Jiménez-Duran et al., 2006), we evaluated the role of
NaTrxh in this mechanism for N. plumbaginifolia. Fig-
ure 1d shows that untransformed Scqo-hybrids rejected
N. plumbaginifolia pollen; however, the hybrids expressing
NaTrxhss were compatible and showed N. plumbaginifolia
PTs at the base of the style. The dominant-negative effect
of NaTrxhgs suggests that NaTrxh is required for
N. plumbaginifolia pollen rejection, a mechanism in which
NaStEP and HT-B are also involved.

A biochemical mechanism for NaTrxh action

The negative effect of redox-inactive NaTrxhgs suggests
that the S-RNase reduction by NaTrxh (Juéarez-Diaz et al.,
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Figure 1. NaTrxhgs prevents pollen rejection in Nicotiana. (a) A reverse transcriptase-polymerase chain reaction shows NaTrxhgs expression only in transgenic
Scio- and Sa-hybrids. Wild-type (wt) NaTrxh transcript is expressed in both transgenic and untransformed (UT) hybrids. Ubiquitin (UBQ): loading control.
(c) Untransformed (UT) and NaTrxhgg-expressing Scqo-hybrids were challenged with compatible Sa,-pollen or with incompatible Scqp-pollen and imaged at the
base of the style (b) after 72 h. UT control shows S-specific pollen rejection (i versus ii) but hybrids expressing NaTrxhgg are compatible with both S-genotypes

(iii versus iv; v versus vi). (d) UT hybrids reject Nicotiana plumbaginifolia pollen (i) but NaTrxhss-exp

arrows, callose plugs of the growing PTs; scale bar = 100 um; n = 12.

2006) is important for both S-specific and N. plumbaginifo-
lia pollen rejection. We evaluated the effect of NaTrxh on
S-RNase enzyme activity and disulphide bond reduction
aiming to better understand its biochemical activity.
Purified Scio-RNase was obtained in accordance with a
previously reported method (Cruz-Garcia et al., 2005) and
was assayed after treatment with dithiothreitol (DTT),
Escherichia coli Trx, and a series of NaTrxh constructs (Fig-
ure 3a,b). Figure 3c shows that treatment with the strong
thiol reducing agent DTT decreased Scio-RNase ribonucle-
ase activity to < 25% (t test, P = 0.0148*). Escherichia coli
Trx was chosen as a second non-specific control because it
is active on a variety of proteins (Kumar et al., 2004),
although it had no effect on Scqio-RNase activity (anova,

ing hybrids are ible (i and iii). Ep, epidermis;

P> 0.99999999) (Figure 3c). NaTrxh, NaTrxhgs, and three
deletion constructs (Figure 3a, b) were expressed in bacte-
ria to test whether redox activity and specific NaTrxh
motifs are required for function (NTR and NADPH were
added for electron transfer). The results confirmed that
redox activity is required because NaTrxh caused seven-
fold increase in enzyme activity (anova, P < 0.00000001)
(Figure 3c), whereas the redox-inactive NaTrxhgs did not
show any effect (anova, P = 0.99999981) (Figure 3c).

NaTrxh displays N- and C-terminal extensions outside
its catalytic core (Avila-Castafieda et al., 2014) (Figure 3a).
These extensions are not required for redox activity (Avila-
Castaneda et al., 2014) in standard Trx assays (Holmgren,
1979). Thus, they may be specific to NaTrxh functions. The
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Scio-pollen S,o-pollen

(compatible) (incompatible)

NaTrxhgs-expressing Sy, hybrid
NaTrxhgs-expressing Sy, hybrid

Figure 2. Co-expression of NaTrxhss along with NaTrxh partially disrupts pollen rejection phenotype. Sao-hybrids expressing NaTrxhss were pollinated with low
amount of pollen grains from Scyq- or Sap-pollen wild-type (wt) Nicotiana alata. In the compatible cross (Scyo-pollen), all pollen tubes grew until the base of the style; in
the incompatible cross (Saz-pollen), 56.96 + 20.6% (n = 3) tubes were accepted by the pistil and grew along the style reaching the base, near the ovary. Arrows: pollen
tubes (PT); scale bar = 80 um.

NaTrxh N-terminal extension includes two motifs: Na. and Castaneda et al., 2014). The C-terminal extension is impor-
NB. Previous studies showed that Np is involved in NaTrxh tant for S-RNase interaction (Avila-Castaneda et al., 2014).
secretion, although the function of Na is unknown (Avila- Figure 3c shows that reduction with an No deletion mutant
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Figure 3. NaTrxh reduces S-RNase and increases its ribonuclease activity. Structural features (a) and sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophore-
sis analysis of NaTrxh and the different constructs assayed for effects on Scio-RNase (b). (c) Ribonuclease activity of purified Scio-RNase (untreated) or Scio-
RNase after reduction with dithiothreitol (DTT) or the Trx shown in (a). Reactions with each Trx also included NADPH and NADPH-dependent Trx reductase
(NTR). DTT decreased ribonuclease activity by 4-fold; NaTrxh, NaTrxhAN«, and NaTrxhACOO increased this activity; NaTrxhANafS, NaTrxhss, and E. coli Trx had
no effect on the ribonuclease activity. Data are shown as the mean + SE (n = 3). The results differ at *P > 0.05, **P > 0.01, and ****P > 0.00001, respectively.

(NaTrxhANa) increased Scio-RNase activity  (anova,
P =0.0000015), albeit to a lesser extent than intact NaTrxh
(ANovA, P = 0.00616719). However, the NaTrxhANafp mutant,
with both No. and Nf deleted, had no effect on S¢io-RNase
activity (anova, P = 0.99999967) similar to NaTrxhss and
E. coli Trx (anovA, P> 0.99999999 and P = 0.99999925,
respectively) (Figure 3c). Removal of the C-terminal exten-
sion results in a protein (NaTrxhACOO) that, although
unable to form a stable complex with S-RNase (Avila-Cas-
taneda et al., 2014), nevertheless enhances S-RNase activ-
ity (anova, P <0.00000001) (Figure 3c) similarly to intact
NaTrxh (anova, P = 0.99983127). These results suggest that
NaTrxh specifically reduces S-RNase, leading to an
increase in its ribonuclease activity. Moreover, the N- and
the C-terminal extensions function differently, and the Nf
motif appears to be particularly important for specific
reduction.

On the other hand, our results indicate that NaTrxhgs
must be affecting S-RNase reduction by NaTrxh in trans-
genic hybrids, provoking the observed breakdown of pol-
len rejection response in the NaTrxhgs-expressing hybrids
(Figure 2). To investigate the effect of NaTrxhgs on
S-RNase activation, we treated Scqio-RNase with a mix con-
taining equimolar amounts of NaTrxh and NaTrxhss and
measured the ribonuclease activity. As shown in Figure 4a,
when both redox-active and inactive NaTrxh proteins are
present, Scip-RNase did not reach activity levels similar to
those when NaTrxh is alone. This result confirms that the

presence of NaTrxhgs negatively affects S-RNase reduc-
tion, which would explain why S-RNase activity is not fully
enhanced in the presence of both NaTrxhgs and wt
NaTrxh.

The hypothesis is that the interaction NaTrxhgs with
S-RNase in vivo is sufficiently stable to prevent reduction
by NaTrxh. To test this possibility, we pre-incubated Scio-
RNase with different amounts of NaTrxhgs for 1 h before
performing the NaTrxh reduction assay and then, the
ribonuclease activity was determined. The results showed
that, by adding NaTrxhgss before reduction, the increase of
the S-RNase activity is negatively affected in a dose-depen-
dent manner (Figure 4d), with lower activity enhancement
being detected with 20 um NaTrxhss (anova, P=0.0072,
compared with fully activated S-RNase) and no effect when
80 um NaTrxhgs was used in the pre-incubation treatment
(anovA, P < 0.0001), being similar to the untreated S-RNase
(aNovA, P> 0.9999). These data indicate that the NaTrxhgs:
S-RNase interaction is sufficiently strong to prevent the
interaction of S-RNase with NaTrxh and its subsequent
reduction, which would suggest that NaTrxhgs acts as a
competitive inhibitor.

Binding assays, via affinity chromatography using
NaTrxhss as bait, showed that S-RNase is strongly retained
(Figure 4c), which suggests that there is a stable protein—
protein interaction similar to the previously observed
between NaTrxh and S-RNase (Juarez-Diaz et al., 2006;
Avila-Castaneda et al, 2014). Because the interaction
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Figure 4. NaTrxhss is a competitive inhibitor for S-RNase enhancement activity by NaTrxh. (a) Purified Scio-RNase was treated with equimolar amounts of both
NaTrxh and NaTrxhss, shown in (b), or with each version of NaTrxh. Reduction was performed with NADPH and NTR. Scio-RNase activity was measured after
30 min and the activation percentage was calculated. (c) The interaction between S-RNase and wild-type (wt) and mutant versions of NaTrxh was observed by
pull-down assays, where Scio-RNase was passed through columns with NaTrxh or NaTrxhss, as indicated. Elutions were made with binding buffer containing
0.1 and 0.2 m NaCl, 0.1% Tween-20 (Tw), and, finally, with 50 mm glycine plus 50 mm, pH 2.6 buffer (E) to elute strongly bound proteins, as reported previously
(Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014). All recovered fractions were analysed with Sc,-RNase specific antibodies. I, Input; UN, Unbinding; W,
Wash. (d) Purified Scio-RNase was pre-incubated with different amounts of NaTrxhss (20, 40, 60 and 80 um) 1 h before NaTrxh reduction (performed using 20,
40, 60 or 80 um of NaTrxh). Then, ribonuclease activity was determined and the activation percentage was calculated. Scio-RNase activity significantly increased
after being reduced by NaTrxh; however, the addition of NaTrxhss negatively affected S-RNase activation in a dose-d manner. Equimolar amounts of
NaTrxhss and NaTrxh caused no S-RNase activation. The full lack of activation observed with 80 pum NaTrxhss was not reversible by adding increasing amounts
of NaTrxh. Data are shown as the mean + SE (n = 3). The results differ at **P > 0.01, and ****P > 0.00001, respectively.

between NaTrxhgs and S-RNase is strong, we tested with a constant amount of NaTrxhss and adding increasing
whether wt NaTrxh can displace this mutant protein when amounts of wt NaTrxh. All treatments resulted in ribonu-
it is interacting with S-RNase by pre-incubating S-RNase clease activity similar to that observed with untreated
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S-RNase (anova, P>0.9999) (Figure 4d), which confirms
that the interaction between NaTrxhss and S-RNase is
strong and stable and is not affected by NaTrxh.

NaTrxh reduces a unique disulphide bond in the S¢;o-
RNase

Sequence analysis and 3D studies provide structural infor-
mation about S-RNases from solanaceous species. Align-
ments reveal five conserved regions, C1 to C5, including
active site regions in C2 and C3, and two variable regions
(HVa and HVb) (Anderson et al., 1989). The crystal structure
of N. alata Sg11-RNase (Ida et al., 2001) shows four disul-
phide bonds (Cys1-Cysz1, Cysss-Cysgs, Cysisa-Cysige, and
Cys1e9-Cys1go) that are conserved in solanaceous S-RNases
(Anderson et al., 1989). Some S-RNases, such as N. alata
Sz and Sg-RNases, have a ninth Cys that remains free
(Anderson et al., 1989). Nicotiana alata Scip-RNase con-
tains 10 Cys residues and alignment with Sgq1-RNase sug-
gests that, although Cysig-Cysyi, Cysss-Cysgs, Cysiss-
Cysigs, and Cysg5-Cysq79 are disulphide bonded, Cys;; and
Cysgs remain free (Figure S6).

The loss of activity of the Scqo-RNase after DTT reduc-
tion, in contrast to the positive effect on ribonuclease activ-
ity after NaTrxh treatment (Figure 3c), suggests that
NaTrxh reduction does not occur on the four S-RNase
disulphide bonds. Therefore, reduction, N-ethylmaleimide
(NEM) modification and mass spectrometry were used to
identify the disulphide bonds in Scqo-RNase that are specif-
ically targeted by NaTrxh. Purified Scio-RNase was treated
with NaTrxh and the pattern of NEM modification was
compared with that for untreated and Tris(2-carboxyethyl)
phosphine hydrochloride (TCEP) reduced controls. Table 1
shows that modified peptides containing Cys;; and Cysgs
were observed in both control and NaTrxh treated sam-
ples, confirming that these residues do not participate in
disulphide bonds. However, peptides containing modified
Cysqss and Cysqgs were only detected after reduction by
TCEP and NaTrxh, indicating that these residues participate
in a disulphide that is reduced by NaTrxh (Table S1 and
Figure S6). The 3D model of Scip-RNase was made based
on the Sgi1-RNase structure (Ida et al., 2001) and it shows
that the Cys1s5-Cysqgs disulphide bond is located far from
the active site and on the opposite side of the hypervari-
able regions of S-RNase (Figure 5).

DISCUSSION

Thioredoxins have been implicated in several physiological
roles, including Brassica (Cabrillac et al, 2001; Haffani
et al., 2004) and Prunus S| (Mundz-Sanz et al., 2017). Trxs
inhibit the Brassica S-locus receptor kinase (SRK; the pistil
S-specificity determinant), although this may not occur in
all situations (Cabrillac et al, 2001; Haffani et al., 2004).
Prunus armeniaca (apricot) M-locus mutants behave as
true MG mutations and cause breakdown of S|

independently of S-RNase or SFB (S-locus F-box protein,
pollen-side S-specificity determinant in Prunus; Vilanoba
et al., 2006). The M-locus gene is a disulphide bond oxi-
doreductase expressed in pollen, ParMDO (P. armeniaca
DsbA-like oxidoreductase, a Trx-superfamily member;
Mundz-Sanz et al., 2017). This is significant because the
oxidoreductase activity is clearly required for S| pollen
rejection. Here, we show direct in vivo evidence involving
NaTrxh reductase activity as being essential in Nicotiana S|
and in N. plumbaginifolia pollen rejection through the
expression of the redox-inactive NaTrxhgg.

It is rare to have direct biochemical insight into the roles
of MGs for several reasons. HT-B, for example, is a protein
for which the function is unknown, making it difficult to
propose a specific biochemical role within S| pathway.
NaStEP, another Sl essential protein, has been identified
as a Kunitz-type proteinase inhibitor (Jiménez-Duran et al.,
2013); however, its target remains uncovered. Contrast-
ingly, NaTrxh is a well-established Trx that clearly reduces
and interacts with S-RNase in vitro (Juarez-Diaz et al.,
2006). Here, we show that NaTrxh enhances Scio-RNase
seven-fold in vitro (Figure 3) and that this is caused by a
highly specific reduction of the Cysqss-Cysqgs disulphide
bond (Table 1, Figures 5 and S6).

The Cysqs5-Cysqgs disulphide bond of S¢qip-RNase is con-
served in all S-RNases (Anderson et al., 1989) and its loca-
tion far from the active site might indicate that it does not
participate in the maintenance of the conformation of the
catalytic residues (Figure 5); this could explain why
S-RNase has activity independent of NaTrxh reduction.
Although further investigation is required regarding how
the Cys;s5-Cysqgs disulphide bond reduction on S-RNase
affects its conformation, we may hypothesize that this
specific reduction could favour interaction with the RNA or
promote its release after the catalysis; both possibilities
would increase the efficiency of the enzyme.

NaTrxh contains at its N-terminal an extension with two
motifs (No and NB) and also an extension towards its C-ter-
minal (Avila-Castafieda et al., 2014). Its role with respect to
enhancing/reducing S-RNase is associated with one of
these three domains described in NaTrxh, as well as the
redox-active WCGPC motif. Previous results from binding
assays through affinity chromatography by generating an
NaTrxh-Affi-gel column showed that S-RNase is strongly
retained, indicating a stable protein-protein interaction
(Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castaneda et al., 2014),
which is weakened when the N- or the C-terminal deleted
NaTrxh forms are used as baits, showing that both N- and
C-terminal extensions participate in the interaction of
NaTrxh with S-RNase (Avila-Castaneda et al., 2014). Avila-
Castaneda et al. (2014) reported that deleting Na partially
reduces the affinity for S-RNase and the results shown in
Figure 3 suggest that this manifests as the diminished abil-
ity to enhance S¢qo-RNase activity. The NaTrxh N-terminal
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Table 1 S-RNase disulphide bond reduction by NaTrxh
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Cys with NEM modification

Peptide Protein position Untreated TCEP NaTrxh
AFEYMQLVLQWPTAFCHTTPCK Cys-16 - + -
Cys-21 - + -
PDNVSTTLNYCAAKENFKNIE Cys-45 - + =
WPDLTTAETYCKQHQNFWRHE Cys-77° + + +
WRHEYNKHGKCCSESYNREQY Cys-94 + =
Cys-95 - + -
KITQGYPNLSCTKGIMELVEI Cys-155* - + +
GIMELVEIGICFDSMVKNVIN Cys-168 - +
FDSMVKNVINCPHPKTCKPTG Cys-179 - + -
NVINCPHPKTCKPTGSNEIKF Cys-185* - -

The results are based on the percentage of NEM-modified cysteines in untreated, TCEP reduced or NADPH/NTR/NaTrxh (NaTrxh) reduced
SC10-RNase samples. Cys77 is NEM modified regardless of SC10-RNase reduction by NaTrxh or TCEP. Cys155 and Cys185 (asterisk, black

box) are specifically NEM-modified after reduction by NaTrxh.

(a) S¢1-RNase

Figure 5. NaTrxh specifically reduces the Cysiss-
Cys4gs disulphide bond of S¢qo-RNase. The three-di-
mensional model of the Sgq1-RNase (Protein Data
Bank: 1100) (a) was used as template to generate
the SciRNase 3D structure (b). Hypervariable
regions (cyan and black) and lateral chains of cat-
alytic His residues are indicated. The Cys residues
involved in disulphide bonds are shown in blue and
the arrow indicates the specific disulphide bond
(Cys1s5-Cysigs in Scio-RNase, which corresponds to
Cysq53-Cysqgs in Sgq-RNase) as targeted by NaTrxh.

NP motif appears to be particularly important because the
NaTrxhANof construct completely failed to increase the
ribonuclease activity of Scqio-RNase. The NaTrxh C-terminal
domain is more enigmatic. Binding studies showed that
the NaTrxhACOO mutant is unable to form a stable com-
plex with S-RNase (Avila-Castafieda et al., 2014), although
the results in Figure 3 show that it is able to enhance Sc1o-
RNase activity in vitro as the wt NaTrxh does. This sug-
gests that the binding activities of Naf and the C-terminal
extension function differently, at least in relation to the
increase of the S-RNase activity.

The measurement of specific ribonuclease activities is
crucial for understanding their functionality. In several
studies, the activity values range from 170 to 2200 U for
S1, Sz, Ss S and S;-RNase haplotypes from N. alata
(McClure et al., 1989), 30 U for S;-RNase from Petunia
hybrida (Clark et al., 1990) and 106 to 164 U for the S;, S,
and S;-RNases from P. Petunia inflata (Singh et al., 1991).
The differences in the activity levels among distinct

(b) Scio-RNase

haplotypes are evident and it has been demonstrated that
several factors, such as salt concentration and tempera-
ture, modify the ribonuclease activity (Singh et al., 1991).
Under the conditions used for the present study, the
results were similar to those reported by Clark et al. (1990)
for S1-RNase from P. hybrida. Despite these differences, all
S-RNases function for pollen rejection. Regardless, our
most remarkable finding is that Scqo-RNase activity is posi-
tively affected by NaTrxh reduction and this could apply to
other S-RNase haplotypes because the disulphide bond
that is reduced is conserved among all S-RNases.
Although S-RNase exhibits activity when purified (i.e.
before being reduced by NaTrxh), we propose that it would
not be sufficient to prevent PT growth as observed from
the in vivo data from pollinations of NaTrxhss-expressing
hybrids as discussed later. One possibility is that the pri-
mary function of non-reduced S-RNase is the S-specific
interaction with SLF to determine the compatibility of the
cross and that the low activity exhibited without reduction

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd,

The Plant Journal, (2020), doi: 10.1111/tpj.14802

125



10 Maria D. Torres-Rodriguez et al.

is not sufficient to degrade RNA in incompatible pollen
tubes. This idea is supported by the fact that both self and
non-self-S-RNases enter pollen tubes (Luu et al., 2000;
Goldraij et al., 2006) and might have certain levels of activ-
ity but do not cause pollen tube growth inhibition immedi-
ately.

An example that supports the above hypothesis is that
when S-RNases from Pyrus pyrifolia and Pyrus bretschnei-
deri are overexpressed in E. coli, the resultant S-RNases
were not sufficiently active to kill the cells because signifi-
cant amounts of the ribonuclease were recovered after
induction with isopropyl B-p-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) (Gamage et al., 2000; Chen et al., 2018).

Based on our results, we propose that transgenic
hybrids expressing NaTrxhgs lost their ability to reject self-
pollen because NaTrxhgss interacts with S-RNase, forming
a stable complex that avoids reduction of the disulphide
bond targeted by NaTrxh; thus, NaTrxhss would act as an
inhibitor for S-RNase activity enhancement. The incompati-
ble phenotype of several PTs (Figure 2) can be explained
by the action of wt NaTrxh, which is also present
in NaTrxhgs-expressing hybrids. A similar phenotype was
observed in THL1/2-antisense suppressed lines of Brassica
napus. Those lines had a significant decrease in
both THL1 and THL2 mRNA levels and showed a reduced
pollen growth, indicating that THL1 and THL2 are essential
for full pollen acceptance (Haffani et al., 2004).

We propose that in planta when S-RNase interacts with
wt NaTrxh within the PTs, reduction takes place releasing
S-RNase in its more active/reduced form. Conformational
changes in both Trx and target protein structures derived
from reduction by Trx would promote the target release
(Holmgren, 1995). By contrast, when the interaction occurs
between S-RNase and NaTrxhgs in PTs of transformed
hybrids, the lack of reduction would prevent the release of
the target protein, resulting in a stable interaction that
might avoid S-RNase interacting with the wt NaTrxh and
therefore being reduced/activated. The results shown in
Figure 4 support our hypothesis and also the loss of the S|
phenotype observed in NaTrxhss-expressing hybrids, indi-
cating that full activation of S-RNase is necessary for full
pollen rejection response.

We suggest that NaTrxh functions by increasing
S-RNase ribonuclease activity for pollen rejection and
hypothesize that this occurs in PT cytoplasm because
NaTrxh itself must be reduced by the NTR, which in turn
obtains the electrons from NADPH. Although our results
do not exclude the fact that NaTrxh could act on proteins
other than S-RNase, we note that NaTrxh is preferentially
expressed in Sl species (or recently derived SC accessions,
Figure S1) and its ability to enhance the ribonuclease activ-
ity of Scio-RNase in vitro is clear (Figure 3). Because the
NaTrxhgs dominant-negative phenotype in pollen compati-
bility and species that do not express a NaTrxh-like protein

show normal PT growth, we conclude that NaTrxh is only
required for pollen rejection (i.e. S-specific pollen rejection
and rejection of pollen from SC N. plumbaginifoila;
Figure 1c,d and S4).

The seven-fold increase of ribonuclease activity (Fig-
ure 3c) strongly suggests that NaTrxh promotes the cyto-
toxic activity of S-RNase. We propose that S-RNase
reduction takes place only when there is an incompatible
interaction between the S-RNase and SLF and degradation
of RNA is necessary to prevent PT growth. Therefore,
NaTrxh might act in pollen rejection after recognition
between S-RNase and SLF occurred because this primary
event determines the response. Figure 5 illustrates our
hypothesis, which is compatible with either the collabora-
tive non-self-recognition model or the compartmentaliza-
tion one, because both are focused on upstream events
that confer resistance to S-RNase in compatible PTs. In the
former model, self-pollen rejection occurs when self-
S-RNase evades degradation and, in the latter case, when
S-RNase exits the luminal compartment. We suggest that
NaTrxh activates S-RNase that escapes regardless of the
resistance mechanism and thus facilitates pollen tube RNA
degradation and pollen rejection (Figure 6). This also
might apply to ParMDO, although its activity toward Pru-
nus S-RNase has not been assessed. Of course, ParMDO is
expressed in pollen and NaTrxh is expressed in the pistil,
and the upstream mechanisms that provide resistance to
non-self-S-RNase are considered to be very different in
Prunus compared to Solanaceae S| (Vilanoba et al., 2006).
In both cases, however, the oxidoreductase activity is
required only for S-RNase-dependent pollen rejection and
its absence leads to compatibility. Thus, these MG func-
tions may suggest late-stage similarities between pollen
rejection mechanisms in Solanaceae and Prunus, which
are otherwise curiously different even though both rely on
S-RNase and pollen expressed F-box proteins to determine
S-specificity.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant material

S| N. alata (Sa2Sa2, Sc10Scio, and S10sS10s), SC Nicotiana glauca,
SC N. tabacum ‘Praecox'(inventory no. Tl 1347), SC
N. plumbaginifolia (inventory no. TW107, accession 43B), SC Nico-
tiana longiflora (inventory no. TW79, accession 30A), SI Nicotiana
rastroensis, and SC Nicotiana benthamiana have been described
previously (Jiménez-Duran et al., 2013). All plants were grown
under greenhouse conditions.

Generation of transgenic N. plumbaginifolia::
NaTrxhss x N. alata S¢19S, or Sa2S, hybrids

The redox-inactive oxidoreductase NaTrxh mutant, NaTrxhss, was
generated by substituting Ser residues for Cyss, and Cyses. Site-
directed mutagenesis was performed by overlap extension (Ho
et al., 1989) using wt NaTrxh cDNA as the template (Juarez-Diaz
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et al., 2006). Two amplifications were performed using the primers
FW1 with RV1 (5-CATGCCATGGATGGGATCGTATCTTTCAAG-3
and 5"-CTCCATCATTTTACTGGGCCCACTCCA-3', respectively) and
FW2 with RV2 (5-GCGGCTACATGGAGTGGGCCCAGT-3" and
5'-GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA-3', respectively)
to generate two fragments with the desired mutations in the over-
lapping ends (primers RV1 and FW2 overlap and include the Cys/
Ser substitutions). The two products were mixed and the com-
plete NaTrxhgs sequence was generated in a third amplification
using FW1 and RV2. The complete product was cloned into pJET
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and then re-amplified
using the primers FW3 (5-CACCATGGGATCGTATCTTT-
CAAGTTTGCT-3) and RV2 for transfer into pENTR (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). The final pK2GW7:NaTrxhss construct was
prepared using Gateway recombination into pK2GW7, placing the
NaTrxhss coding sequence under control of the CaMV35S pro-
moter and CaMV35S terminator, and used to transform Agrobac-
terium tumefaciens GV3101. Nicotiana plumbaginifolia was
transformed as described (Murfett et al, 1996), screened for
expression, and three lines were crossed with S| N. alata Sx;Sa;
or ScioScie- Fourteen N. plumbaginifolia x N. alata Sp;S, or
N. plumbaginifolia x N. alata Sc10So hybrid progeny (Saz- or Scio-
hybrids, respectively) reached maturity and were evaluated for
NaTrxhss expression and pollen rejection.

NaTrxhSS expression in transformed hybrids and
pollination phenotyping

Pistil RNA was extracted using Trizol reagent (Ambion, Austin, TX,
USA) and treated with RNase-free DNase | (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA) to analyze NaTrxhss expression. M-MLV Rev-
erse Transcriptase (Sigma, St Louis, MO, USA) was used to syn-
thesize cDNA from pistii RNA (2 pg). NaTrxhss cDNA was
amplified with specific forward 5-CTACATGGAGTGGGCCCAGT-3'
and reverse 5-GGACATGAAATTTAGTTCGATAATTACTAGCAGC-
3’ primers, targeting the mutation-containing sequences (279 bp

PCR product expected) (Figure S2). The wt NaTrxh cDNA was sim-
ilarly amplified using forward (5'-CTACATGGTGTGGGCCCTGC-3')
and reverse  (5-CCAACCACTCTCTCTACTTCCTTTCCTTGC-3')
primers (187 bp PCR product expected) (Figure S2).

Mature flowers from Sy~ or Scio-hybrids were pollinated with
N. alata Scio- or Saz-pollen. Pistils were prepared and stained with
aniline blue (Jiménez-Duran et al., 2006) after 72 h. Pollen tube
growth to the base of the style was observed using an Provis
AX70 microscope (Olympus, Tokyo, Japan). For quantitative anal-
ysis, four or three (as indicated) pollinated pistils with fewer
amounts of pollen grains were used to count the callose plugs in
the bottom of the style and in one-third of the style, obtaining a
percentage of those found near the ovary (expressed as percent-
age with the SD).

Expression and purification of recombinant NaTrxh and
NaTrxh mutants

The NaTrxh, NaTrxhANa«, NaTrxhANof, and NaTrxhACOO con-
structs were expressed as GST fusions in E. coli BL21(DE3) pLysS
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) from pGEX 4T-2 (GE Healthcare,
Chicago, IL, USA) as described previously (Juarez-Diaz et al., 2006;
Avila-Castafieda et al,, 2014), and NaTrxhss was expressed simi-
larly. GST fusion proteins were overexpressed in E. coli cultures at
ODgg of 0.5-0.7 by adding 0.1 mm IPTG and were harvested after
3 h at 37°C. Fusion proteins were recovered from the soluble frac-
tion after sonication and glutathione-agarose (Sigma) chromato-
graphy. NaTrxh, NaTrxhANa, NaTrxhANaf, NaTrxhACOO, and
NaTrxhss were released by digestion with thrombin (GE Health-
care) and tested for effects on ribonuclease activity.

S-RNase purification and ribonuclease activity assay

Sci0-RNase was purified from mature N. alata Sc19Scio pistils by
CM- and SP-Sepharose cation exchange chromatography as
described previously (Cruz-Garcia et al., 2005). Further purification
was carried out by gel filtration chromatography via HiLoad
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Superdex (GE Healthcare) in phosphate-buffered saline (PBS).
Scio-RNase-containing fractions were identified by sodium dode-
cyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
immunoblot analysis.

Purified Scqp-RNase (6 pg) was incubated for 3 h in 50 mm
Tris-HCI, pH 7.9, at 37°C with 10 mm DTT for full reduction or with
NaTrxh, NaTrxhANo, NaTrxhANap, NaTrxhACOO, NaTrxhss,
NaTrxh + NaTrxhgs or E. coli Trx (Sigma) using NADPH and
recombinant E. coli NTR (Sigma) for electron transfer, as
described previously (Juarez-Diaz et al, 2006) or without any
reducing agent (untreated). Ribonuclease activity was then deter-
mined using purified Torula yeast RNA (Sigma) as a substrate
(4 mg-ml~"). Assays were performed for 30 min at 37°C in 0.1 m
potassium acetate (pH 7), 0.05 m KCl and 25% glycerol. The results
are reported as 1 U = 1 Aygomin~"-ml~" (McClure et al., 1989).

For competition assays, Scio-RNase was pre-incubated with dif-
ferent NaTrxhgs concentrations (20, 40, 60 or 80 um) for 1 h at
room temperature before performing S-RNase reduction with
NaTrxh. Ribonuclease activity assays were developed as indicated
above.

Pull-down assays

GST-NaTrxh and GST-NaTrxhgs fusion proteins (100 pg of each
purified recombinant protein) were immobilized on glutathione-
agarose resin. Purified Scio-RNase (20 pg) was passed through
each column in PBS as binding buffer and incubated for 1 h at
room temperature. The unbound fraction was recovered and 10
bed volumes washes were made with PBS. Sequential elutions
were made with PBS containing 0.1 and 0.2m NaCl and 1%
Tween-20. To elute strongly bound proteins, a 50 mm glycine plus
50 mm NaCl (pH 2.6) buffer was used as reported previously
(Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014).

Identification of S-RNase disulphide bonds targeted by
NaTrxh

Sulphydryl groups were blocked on the purified Scip-RNase
(20 pg) without reduction, reduced with the NADPH/NTR/NaTrxh
system as described previously (Juarez-Diaz et al., 2006), or with
0.1 m TCEP (Sigma), by the addition of 20 pg of NEM (Sigma)
for 1 h at 37°C. Proteins were precipitated by acetone and anal-
ysed by LC-MS + MS/MS on an LTQ Orbitrap (Gehrke Pro-
teomics Center, University of Missouri-Columbia, Columbia, MO,
USA).

Scio-RNase from N. alata three-dimensional model

The Scio-RNase three-dimensional model was constructed in
swissmopeL  (https://swissmodel.expasy.org) based on the Sgq-
RNase structure from N. alata (Protein Data Bank: 1100), which
has 47.4% of sequence identity. One thousand minimization steps
were performed in cHimera (Pettersen et al., 2004).
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Figure S1. NaTrxh is primarily expressed in pistils from S| Nico-
tiana species. (A) Total pistil protein extracts were separated by
SDS-PAGE, blotted, and probed with an NaTrxh antibody. NaTrxh
(or NaTrxh-like protein) was only detected in species with S| back-
ground (Sl and SC*) (top). Coomassie-blue stained gel as loading
control (bottom). (B) The NaTrxh transcript levels were normalized
to 18S rRNA and compared to levels in Nicotiana plumbaginifolia.
NaTrxh transcripts were detected in all of the tested species.
Analyses were performed in triplicate. Sl, self-incompatible; SC,
self-compatible; SC*, self-compatible that lacks one or more S|
proteins.

Figure S2. NaTrxh and NaTrxhgs sequence alignment and specific
amplification. (A) Alignment of NaTrxh and NaTrxhss sequences
showing the three point mutations (black) generated substituting
serine for cysteine in the WCGPC motif. Light grey: specific pri-
mers used to amplify NaTrxh; cyan: primers employed to specifi-
cally amplify NaTrxhss. (B) Specific amplification of NaTrxh or
NaTrxhgs. Left: NaTrxh-specific primers amplify the expected
187 bp product from a wild-type (WT) template but not the mutant
template (SS). Right: NaTrxhgs-specific primers amplify the
expected 279-bp product from the mutant template (SS) but not
from the wild-type (WT).

Figure S3. Expression of S-RNase and MGs is not affected by
NaTrxhgs expression in Sgig- or Sap-hybrids. (A) Protein-blot anal-
ysis of pistil protein extracts. Blots were probed with the antibod-
ies shown at left. UT, untransformed Scio-hybrids (1 and 2). Three
Scio-hybrids (3, 4, and 5) and three Sap-hybrids (6, 7, and 8)
expressing NaTrxhgs are shown. These hybrids express Scio-
RNase or Sx,-RNase, as expected. UT and NaTrxhss-expressing
hybrids show similar levels of three MGs: 120K, NaStEP, and HT-B
(HT). (B) Coomassie-blue stained loading control.

Figure S4. Sp,-hybrids expressing NaTrxhss show loss of S-speci-
fic pollen rejection. An Sux,-hybrid expressing NaTrxhgs was chal-
lenged with pollen from N. alata S,Sa, (incompatible) or S¢19Sc10
(compatible). Pollen tubes (indicated by the arrows) were visual-
ized at the base of the style. Numerous pollen tubes are visible
regardless of pollen-S haplotype, indicating the loss of S-specific
pollen rejection.

Figure S5. Self-pollen rejection in wt N. plumbaginifolia x N. alata
hybrids. Wt Scqp-hybrids were challenged with pollen from
N. alata Sp,Sa, (compatible) or Sci9Scio (incompatible). Pollen
tubes (arrows; PT) were visualized at the stigma and along the
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style only in the compatible cross (Sa,-pollen). In an incompatible
cross (Scio-pollen), pollen tube growth is inhibited at stigma level,
indicating that self-pollen rejection occurs at the style close to the
stigma.

Figure S6. S-RNase disulphide bonds. Alignment of Sgq;- and
Sci0-RNase sequences (Ida et al., 2001). Arrows, free Cys residues.
The Cysiss-Cysigs Scio-RNase disulphide reduced by NaTrxh is
indicated.

Table S1. S-RNase disulphide bond reduction by NaTrxh. The
results are based on the percentage of NEM-modified cysteines in
untreated, TCEP reduced or NADPH/NTR/NaTrxh (NaTrxh) reduced
Scio-RNase samples. Cysy7 (a, blue-bold) NEM-modified regard-
less of reduction, indicating that it is not disulphide bonded.
Cys1ss and Cys,gs (asterisk, black box) are specifically NEM-modi-
fied after reduction by NaTrxh.
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Fig. S1. NaTrxh is primarily expressed in pistils from Sl Nicotiana species. (A) Total pistil protein extracts
were separated by SDS-PAGE, blotted, and probed with an NaTrxh antibody. NaTrxh (or NaTrxh-like
protein) was only detected in species with SI background (SI and SC*) (top). Coomassie-blue stained gel
as loading control (bottom). (B) The NaTrxh transcript levels were normalized to 18S rRNA and compared
to levels in N. plumbaginifolia. NaTrxh transcripts were detected in all the tested species. Analyses were
performed in triplicate. Sl: self-incompatible; SC: self-compatible; SC*: self-compatible that lacks one or

more Sl proteins.
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NaTrxhss CTACA

NaTrxhs: TGGIGTGGGCCCIGI
NaTrxW1I TGGRGTGGGCCCHG

NaTrxhss GCTGCTAGTAATTATCGAACTAAATTTCATGTCC

NaTrxh NaTrxhss

Fig. S2. NaTrxh and NaTrxhss sequence alignment and specific amplification. (A) Alignment of NaTrxh
and NaTrxhss sequences showing the three point mutations (black) generated substituting serine for
cysteine in the WCGPC motif. Light grey: specific primers used to amplify NaTrxh; cyan: primers employed
to specifically amplify NaTrxhss. (B) Specific amplification of NaTrxh or NaTrxhss. Left, NaTrxh-specific
primers amplify the expected 187 bp product from a wild-type (WT) template but not the mutant template
(SS). Right, NaTrxhss-specific primers amplify the expected 279 bp product from the mutant template (SS)
but not from the wild-type (WT).
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N. plumb::NaTss X N. alata N. plumb::NaTss X N. alata
uTt Sc10Sc10 SA2SA2 uTt Sc10Sc10 SA2SA2
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Fig. S3. Expression of S-RNase and MGs is not affected by NaTrxhss expression in Scio- or Sax-hybrids. (A)
Protein-blot analysis of pistil protein extracts. Blots were probed with the antibodies shown at left. UT:
untransformed Scio-hybrids (1 and 2). Three Scio-hybrids (3, 4, and 5) and three Sa-hybrids (6, 7, and 8)
expressing NaTrxhss are shown. These hybrids express Scio-RNase or Sa,-RNase, as expected. UT and
NaTrxhss-expressing hybrids show similar levels of three MGs: 120K, NaStEP, and HT-B (HT). (B)

Coomassie-blue stained loading control.

Spo-pollen Sc1o-pollen
(incompatible) (compatible)

NaTrxhgg-expressing
S, hybrid
"4

Fig. S4. Sa,-hybrids expressing NaTrxhss show loss of S-specific pollen rejection. An Sx-hybrid expressing
NaTrxhss was challenged with pollen from N. alata Sa;Sa2 (incompatible) or Sci0Sci0 (compatible). Pollen
tubes (indicated by the arrows) were visualized at the base of the style. Numerous pollen tubes are visible

regardless of pollen-S haplotype, indicating the loss of S-specific pollen rejection.
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wt N. plumbaginifolia x N. alata S¢4q

X
Sao-pollen (compatible)

)

Sc1o-pollen (incompatible

Stigma

One third
of the
style

Base of
the style

Fig. S5. Self-pollen rejection in wt N. plumbaginifolia x N. alata hybrids. Wt Scio-hybrids were challenged
with pollen from N. alata Sa:Sa2 (compatible) or Sci0Scio (incompatible). Pollen tubes (arrows; PT) were
visualized at the stigma and along the style only in the compatible cross (Sa2-pollen). In an incompatible
cross (Scio-pollen), pollen tube growth is inhibited at stigma level, indicating that self-pollen rejection

occurs at the style close to the stigma.
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-RNase DFEYLQLVLTWPASFCYA-NHCERIAPNNFTIHGLWPDNVKTRLHNCKPKPTYSYF-TGKMLNDLDKHWM

S
F1l
S.p~RNase AFEYMQLVLQWPTAFCHT—TPCKRI—PNNFTIHGLWPDNVSTTLNY?AAKENFKNIEDDTKKDDLYKRWP
|
Sp11~RNase QLKFEQDYGRTEQPSWKYQYIKHGSCCQKRYNQONTYFGLALRLKDKFDLLRTLQTHRIIPGSS--YTFQD
S.,,—RNase DLTTAETY?KQHQNFWRHEYNKHGKCCSESYNREQYFDLAMALKDKFDLLSSLRNHGIIPGRGMKYTVQK
o t
1
S;;-RNase IFDAIKTVS-QENPDIKCAEVTKGTPELYEIGICFTPNADSMFRCPQSDTCDKTA--KVLFRR
S¢1o~RNase INSTIKKIT—QGYPNLSF———TKGIMELVEIGICFDSMVKNVINCPHPKTQKPTGSNEIKFP—
C—C Disulfide bridges NaTrxh

Fig. S6. S-RNase disulphide bonds. Alignment of S¢11- and Scio-RNase sequences (29). Arrows, free Cys
residues. The Cysiss-Cysiss Scio-RNase disulphide reduced by NaTrxh is indicated.

Supplemental data S7
Mass Spectrometry data

The excised gel bands were in-gel digested with trypsin without reduction or alkylation. After trypsin
digestion, peptides were extracted and lyophilized. Peptides were resuspended with 1% formic acid and
analyzed by LC-MS+MS/MS on a Thermo Scientific LTQ Orbitrap. MS data (peptide mass and sequence,
MSMS) were searched against the entire NCBI green-plants (Viridiplantae) database using Sorcerer-
Sequest (SageN Research, Saratoga, CA, USA). Raw data were copied to the Sorcerer2 IDA and peak lists
prepared using ReAdW. All viridiplantae entries in the NCBI database (336,500 entries, last update
February 2013) were searched with trypsin as enzyme, 2 missed cleavages allowed; oxidized methionine,
N-Ethylmaleimide cysteine (monoisotopic mass +125.04768) and NEM+Water cysteine (monoisotopic
mass +143.05824) were searched as variable modifications; 50ppm mass tolerance on precursor; 0.5 Da
mass tolerance on fragments. Results were then examined using Scaffold (V4.8.2, Proteome Software).
Data were first filtered for precursor mass tolerance of +/- 10ppm (parts per million mass error), then

>95% confidence on peptide match, and >99% confidence on protein identification.
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E'gl|533129 (100%), 25,178.9 Da
S7-RNase [Nicotiana alata]
11 exclusive unique peptides, 14 exclusive unique spectra, 33 total spectra, 97/218 amino acids (44% coverage)
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Figure S7.1. Sequence coverage for S-RNase. Peptides were matched with high confidence (p<0.05) using
the Sequest algorithm. Eleven peptides (from 33 MS/MS spectra) were matched to the S;-RNAse
(exclusive unique indicates these peptides are not present in other sequences in the database). Yellow
indicates peptides matched, green indicates modified amino acid (oxidized Met or NEM-Cys). The mature

protein, as analyzed, starts at A,; in the gene sequence.

NEM modified Cys sites confirmed by peptide sequence matching using Sequest

Data from parallel Sequest and MASCOT searches confirmed NEM modification of two cysteine residues.
Data were filtered for p<0.05 for peptide scores, XCorr in Sequest and MASCOT ion scores. The MSMS
spectra for peptide containing the two cysteine modified residues are shown below. The Sequest matched
data show good sequence coverage (>80%) from b- and y-ions including data confirming the NEM-

modified cysteine residues.
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Figure $7.2. MSMS data for NEM modified site at Cysteine 99. A second MSMS spectrum for a doubly

charged ion was matched to an authentic trypsin-derived peptide (Wss to Kigo). Both b-ions (red) and y-
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ions (blue) were matched to the sequence (90% sequence coverage, <0.5 Da error) and the mass error on

the precursor ion was very low (0.7pm).
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Figure $7.3. MSMS data for NEM modified site at Cysteine 99. The MSMS spectrum for a doubly charged
ion was matched to a missed cleavage trypsin-derived peptide (Rs7 to Kigo). The Arg is preceded by a Lys
residue in the sequence, adjacent trypsin sites such as these often result in a missed cleavage event. The
b-ions (red) and y-ions (blue) matched to the sequence are shown (85% sequence coverage, <0.5 Da error)

and the mass error on the precursor ion was very low (1.3ppm).
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Figure S7.4. MSMS data for NEM modified site at Cysteine 177. The MSMS spectrum for a doubly charged
ion was matched to a trypsin-derived peptide (ligs to Ki79). The b-ions (red) and y-ions (blue) matched to
the sequence are shown (83% sequence coverage, <0.5 Da error) and the mass error on the precursor ion

was very low (0.7ppm).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Thioredoxins are latory p that reduce disulfide bonds on target proteins. NaTrxh, which belongs to
NaTrxh the plant thioredaoxin family h subgroup 2, i and reduces the S-RNase enhancing its ribonuclease activity
Thioredoxin h

seven-fold, resulting an essential protein for pollen rejection in Nicotiana. Here, the crystal structure of NaTrxh at
174 by X-ray diffraction is reported. NaTrxh conserves the typical fold observed in other thioredoxins from
prokaryotes and eukaryotes, but it contains extensions towards both N- and C-termini. The NaTrxh N-terminal
extension participates in the reduction of S-RNase, and in the structure reported here, this is orientated towards
the reactive site. The interaction between Sg;,-RNase and the NaTrxh N-terminal was simulated and the short-
lived complex observed lasted for a tenth of ns. Moreover, we identified certain amino acids as Sg11-RNase-E155
and NaTrxh-M104 as good candidates to contribute to the stability of the plex. Furth we simulated
the reduction of the C153-C186 Sgy;-RNase disulfide bond and observed subtle changes that affect the entire
core, which might explain the increase in the ribonuclease activity of S-RNase when it is reduced by NaTrxh.

S-RNase
Self-incompatibility

1. Introduction

Thioredoxins (Trxs) are regulatory proteins widely distributed in
living organisms that belong to the oxidoreductase thiol-disulfide su-
perfamily. The reactive site of Trxs (WCXXC) has a conserved motif
featuring two reactive Cys residues able t reduce disulfide bonds on
specific protein targets to control some biological processes (Holmgren,
1985).

Dillet et al. (1998) described the catalytic mechanism of Trxs.
Briefly, thanks to its low pKa, the first reactive site Cys can act as a
nucleophile and attacks a sulfur atom on the target disulfide bond al-
lowing the formation of a covalently linked mixed intermediate com-
plex Then, the second Cys of the catalytic motif breaks the inter-
molecular disulfide bond between the Trx and its target causing the
dissociation of the oxidized Trx and the reduced target protein (Dillet
et al., 1998; Kallis and Holmgren, 1980).

Whereas most organisms have a small number of Trxs, plant gen-
omes encode a large number of these proteins. For example,
in Arabidopsis thaliana, at least 20 Trxs encoded genes have been iden-
tified (Gelhaye etal., 2005). So far, based on their sequence and cellular
location, eight types of plant thioredoxins, have been described (Meyer

* Corresponding author.
E-mail address: fcg@unam.mx (F. Cruz-Garcia).

https://doi.org/10.1016/j.jsb.2020.107578

et al., 2002). The types f, m, x, y, and z are chloroplastic. Type s loca-
lizes in the endoplasmic reticulum, and type o is mitochondrial (Collin
etal., 2003; Lemaire et al., 2003; Alkhalfioui et al., 2008). Members of
type h, which is the largest and most heterogenous group, localize in
the cytosol, mitochondria, or the apoplast (Gelhaye et al., 2004; Zhang
etal., 2011). Besides, Trxs h cluster in three subgroups, and subgroup 2
includes Trxs with extended N-termini (Gelhaye et al., 2004).

Recently, we provided evidence about the participation of a thior-
edoxin h from Nicotiana alata (NaTrxh) as an essential protein in the
pollen rejection response in Nicotiana (Torres-Rodriguez et al,
2020). NaTrxh reduces one of the four conserved disulfide bonds of S-
RNase, the self-incompatibility female determinant in Nicotiana, and
causes an increase in its ribonuclease activity. The Cys155 and Cys185
form this disulfide bond in S¢,o-RNase (Torres-Rodriguez et al., 2020).
NaTrxh is expressed by the transmitting tissue cells of the style and is
secreted to its extracellular matrix (Judrez-Diaz et al., 2006); however,
its essential role in the pollen rejection response suggests a function
inside the pollen tube (Torres-Rodriguez et al., 2020).

NaTrxh belongs to Trx h subgroup 2 (Judrez-Diaz etal., 2006). Its N-
terminal end is 27 amino acid residues long and contains two motifs:
the Na (Metl to Alal6) and the NP motif (Alal7 to Pro27) (Avila-
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Castaneda et al., 2014). The Np domain targets NaTrxh towards the
extracellular matrix of the style itting tract in Ni (Avila-
Castaneda et al., 2014). Moreover, both Na and Np domains are in-
volved in the NaTrxh interaction with S-RNase allowing its reduction
are involved in the NaTrxh interaction with S-RNase allowing its re-
duction (Torres-Rodriguez et al., 2020).

On the other hand, NaTrxh also exhibits a C- inal
comprising from Glu136 to GIn152. This domain is required for its in-
teraction with S-RNase, but it does not participate in either NaTrxh
secretion or in the reduction of S-RNase (Avila-Castaieda et al., 2014;
Torres-Rodriguez et al., 2020).

Here, we report the. crystal structure of NaTrxh determined at 1.7 A
resolution. In the structure 116 residues were resolved, and 20 and 15
amino acids, respectively at the N- and C-terminal end, were not ob-
served probably because they are highly disordered. The structure of
these residues was simulated using Molecular Dynamics (MD), to de-
termine the potential interactions between NaTrxh and S-RNase. The
simulations were based on the NaTrxh X-ray structure reported here
along with the previously reported Sgy,-RNase structure (Ida et al.,
2001). Finally, using P Mechanics (QM) calcu-
lations we predicted the possible conformational change in S-RNase
after the reduction of its C153-C186 disulfide bond, which is the
identified target of NaTrxh (Torres-Rodriguez et al., 2020).

e
ical Q

2. Materials and methods
2.1. Expression and purification of NaTrxh

NaTrxh was expressed as a GST fusion protein in E. coli BL21 (DE3)
pLysS (Stratagene) as previously described (Judrez-Diaz et al., 2006).
The fusion protein was overexpressed in E coli cultures at ODggo
0.5-0.7 by adding 0.1 mM IPTG and harvested after 3 h at 37 C. Fusion
proteins were recovered from the soluble fracr.ion after sonication and

lutathione-ag (Sigma) chr graphy. NaTrxh was released by
dngsuon with thrombin for 14 h at room temperature (GE Healthcare)
and separated by molecular filtration chromatography in Hiload Su-
perdex 16/600, 200 pg (GE Healthcare). Fractions containing purified
NaTrxh were dialyzed in 10 mM ammonium acetate, pH 6.0, to perform
the crystallization screenings.

2.2 Protein crystallization

An initial screening was performed using JBScreen Wizard 3 (Jena
Bioscience) with purified NaTrxh at 12 mg/ml in 10 mM ammonium
acetate, pH 6.0, using the sitting-drop vapor-diffusion method by
mixing 2 pl of protein and 2 pl of reservoir solution. NaTrxh crystals
were obtained at 18 “C after 15 days in the eondmon oontalmng 20%
(w/v) polyethylene glycol 3350, 200 mM
4) and 0.025% (v/v) dichloromethane as additive. Crystals were flash-

Journal of Seructural Biology 212 (2020) 107578

Table 1
Data collection and for NaTrxh.
Data collection™
Wavelength (A) 09795
Space group P2:2,2,
Unit cell dimensions
ab, c(A) 4599, 68.85, 70.80
2Rv0) 90, 90, %0
Monomers per asymmetric unit 2
Resolution range (A) 493617
Total reflections 215,966
Unique reflections 25,159 (1235)
Completeness (%) 993 (994)
Reerge (%) 106 (103.2)
Mean I/o (D) 252 (26)
Multiplicity 86 (7.5
CCirz 1.00 (0.86)
Refinement statistics
Resolution range (A) 4936/17
Ropca/Ree (%) 1854/22.02
Number of atoms
Protein 1910
Water 126
Ethylene glycol 8
Average B-factors A3
Protein 3009
Water 4467
Ethylene glycol 6292
RMSD from ideal stereochemistry
Bond lengths (A) 0.006
Bond angles (*) 0772
Ramachandran plot statistics
Residues in most favored regions (%) 9846
Residues in allowed regions (%) 154
Residues in non-allowed regions (%) 0
PDB code 6XDB

* Values in parentheses show the statistics for the highest resolution shell.
PyMOL.
2.4. Modeling of NaTrxh-Sg;;-RNase interaction

NaTrxh structure obtained here (PDB ID 6X0B), was used for the
simulation of its interaction with S-RNase. Those segments not observed
in the protein crystal of NaTrxh were predicted using a previously
published model of this protein (Avila-Castafieda et al, 2014), and
Molecular Dy ics (MD) simulati MD simulations were run using
GROMAGCS (Abraham et al., 2015) and AMBER99SB-ILDN (Lindorff-
Larsen et al, 2010) force field in an explicit solvent with PME elec-
trostatics and PME-like treatment of Van der Waals. MD simulations
were done using constant pressure (—1 atm) and 298 K.

Several possible conformations for the starting complex between
NaTrxh and Sg,,-RNase (PDB ID 1100) (Ida et al., 2001), were obtained
with the docking module of the ROSETTA suit (Kaufmann et al., 2010),

cooled by immersion in liquid nitrogen using the mother liquor
supplemented with 20% (v/v) glycerol as cryoprotectant.

2.3. Data collection and structure determination

X-ray diffraction data of the NaTrxh were collected at 100 K at the
Advanced Photon Source, Argonne National Laboratory (linois, USA)
in the beamline 19ID. Diffraction data were indexed, integrated, and
scaled using the HKL3000 (Minor et al., 2006). The determination of
phases was carried out by molecular replacement in HLK3000 using as
a template the coordi of thioredoxin h isoform 2 from Hordeum
vulgare, HvTrxh2 (PDB ID 2IWT) (Maeda et al, 2006), which has 40%
of sequence identity with NaTrxh. The refinement cycles of the struc-
ture were carried out with standard protocols of Phenix (Adams et al.,
2011) and monitoring Ry and Ry during the whole process. Elec-
tron density maps were analyzed using Coot (Emsley et al., 2010).
Structural figures were made with VMD (Humphrey et al., 1996) and

luti with ints to recover those conformations where the reactive
NaTrxh Cys and the substrate disulfide were at less than 12 A. Pro-
ductive simulations were run unc ined and d 3 to 5 times.

For Simulated A li imulations (SA-MD), the temperature was
increased to 373 K for 3 ns and gradually reduced back to 298 K in
15 ns cycles. Where indicated, a light pulling force was introduced in
MD simulations to accelerate the formation of the complex. The Stan-
dard analysis tools from GROMACS suit (Abraham et al., 2015) and
VMD (Humphrey et al., 1996) were used to analyze the trajectories.

2.5. Modeling of Sg1;-RNase-dinucleotide complex

A 5" OH-CC-3'OH dinucleotide was dly docked into Sgyq-
RNase using AUTODOCK vina (Trott and Olson 2010) to give over 250
poses. The box was restricted to = 10 A (in X, Y, and Z directions) from
the putative active site His residues (His32, His91). Meaningful com-
plexes were selected based on what is known for the catalytic
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Fig. 1. Crystallographic structure of NaTrxh. (A) Cartoon

ion of one

of NaTrxh. (B) Surface of ane of NaTrxh. The

sulfur atom of Cys62 is shown in yellow showing the exposed surface. (C) Clase-up stereoview of the reactive site; the sidechains of residues from W61 to C65 are
depicted as sticks with carbon atoms in bladk, nitrogen in blue, oxygen in red and sulfur in yellow. The electron density map (2F,-F,) is contoured at 1o (blue mesh).

‘The figures were generated using PyMOL. (For interp of the refe t

mechanism of RNases and docking energy. These complexes were fur-
ther refined using MD, and the complex having the expected features of
the enzyme-substrate for this kind of enzymes was optimized using all-
atom QM semiempirical calculations using the PM7 method and the

in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

dary structure el are org d from N- to C-terminal as
follows: B1, al, B2, a2, 3, a3, where the f-strands are parallel, fol-
lowed by the p strands p4, B5, and a4. These B strands are antiparallel
(Holmgren et al., 1975). NaTrxh has this typical folding of the Trxs, and
the dary structure elements are conserved except the p5-strand

localized molecular orbitals approach (LMO), as impl d in
MOPAC 2016 (Stewart, 2013), before and after the C153-C186 disulfide
bond was broken (in silico).

NaTrxh PDB ID 6X0B
Sg11-RNase PDB ID 1100

3. Results
3.1. Overall structure

We determined the NaTrxh crystal structure at 1.7 A resolution. The
crystal belongs to the orthorhombic (P212121) space group and con-
tains two in the ic unit. Table 1 summarizes data
collection and refinement statistics, and Fig. 1 shows the crystal
structure of NaTrxh. Trxs from all organisms conserve a structure
consisting of five Bstrands surrounded by four a-helices. These

(Figs. 2 and 3).

The NaTrxh reactive site (WCGPC) is conserved as in all Trx h
subgroup 2. It localizes on the surface of the protein (Fig. 1C). Amino
acid residues Trp61 and Cys62 are ina loop formed between 2 and a2,
and those Gly63, Pro64, and Cys65 are part of the a2-helix. The side
chain of the Cys62 in its reduced form is d to the solvent
(Fig. 1B), which is the one that performs the first nucleophilic attack on
the disulfide bond in the target protein (Kallis and Holmgren, 1980).

Besides the reactive site signature, several additional residues play
essential structural and catalytic roles in most Trxs. These were iden-
tified in Escherichia coli Trx, and all are conserved in NaTrxh (Fig. 3A).
For example, Pro70, which separates the catalytic motif from the rest of
the a2-helix and provides stability to the protein (de Lamotte-Guéry
et al., 1997) and Prol05 that is located on the opposite side of the
reactive site and helps to maintain its conformation (Fig. 3B) (Gleason,
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N-terminal

C-terminal

Fig. 2.

of NaTrxh
low-brown, PDB ID 2IWT), and (C) human mitochandrial trx 2 (magenta, PDB ID 1 W89). (D) All the structures show the typical Trx folding. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

1992).

Two Gly residues are also conserved in all Trxs. These are located at
the N- and C-terminal of the B5-strand and define its length (Collet and
Messens, 2010). In NaTrxh, the B5-strand is not formed. However, both
Gly residues are conserved (Gly113 and Gly121; Fig. 3B), suggesting for
them a different essential role in NaTrxh, yet to be determined. Besides,
two charged amino acids are essential for the activation of the C-
terminal Cys of the reactive site as a nucleophile (Eklund et al., 1991).
Based on their conserved position in NaTrxh, the best candidates are
Asp56 y Lys86 in NaTrxh (Fig. 3B).

3.2 NaTrxh N- and C-terminal extensions

TheE. coli Trx fold does not include the N- and C-terminal exten-
sions present in NaTrxh. The residues from Met1 to Ser21 (N-terminal)
and those from Prol38 to GIn152 (C-terminal), exhibit weak or non-
existent (2F,, - Fe) electron density in the NaTrxh structure and are not
present in the final model.

These residues comprise the full Na domain and five and fifteen
amino acids from Nf and C-terminal domains, respectively. Both N- and
C inal NaTrxh were predicted as disordered regions and
solvent-exposed (Avila-Castaieda et al, 2014). Thus, their high flex-
ibility might be the reason why they could not be d ined in the

Journal of Seructural Biology 212 (2020) 107578

C-terminal

N-terminal

(green, PDB ID 6X0B) with different trxs as (A) E coli Trx (cyan, PDB ID 2TRX), (B) HvItxh2 from H. wulgare (yel-

3.3. Interaction between NaTrxh N-terminal and S-RNase that leads to its
reduction

Since NaTrxh selectively reduces one disulfide bond of S¢yo-RNase
(equivalent to the C153-C186 in Sg;;-RNase), we used the three-di-
mensional structure of both proteins to predict a possible complex. We
g d several possibl pl with the ROSETTA protein-pro-
tein docking protocol, narrowing the search to those bringing NaTrxh-
C62 to less than 10 A away from Si,,-RNase-C153-C186 disulfide bond.
In the complex, some favorable contacts between the NaTrxh N-term-
inal and Sg,-RNase were expected, since the absence of this region
prevents the reduction of S¢io-RNase by NaTrxh (Torres-Rodriguez
et al., 2020), so this was used as an additional criterium to select the
best partner candidates (Fig. 4A). Then, free MD simulations were
performed to analyze the stability of these starting complexes and do
some accounting of persistent contacts.

None of the starting conformations led to the formation of a stable
complex, which was no surprise because Trxs do not form a permanent
dimer with its target. Thus, the interaction between Sg,,-RNase and
NaTrxh through its N- I should be gh to allow the formation
of a transition state, which cannot be observed in MD under classical
mechanics. Accordingly, the complex did stand for a few tenths of ns
and broke up. However, it was enough information to identify essential
residues participating in the stability of the complex (Fig. 4B). In order

diffraction.

In the X-ray structure, only six residues of the NaTrxh N-terminal
domain were observed (from Gly22 to Pro27). The model shows its
orientation towards the reactive site (Fig. 1A), which agrees with the
fact that this region is crucial for the reduction of S-RNase (Torres-
Rodriguez et al., 2020).

to improve the sampling of their conformation, we introduced a soft
pulling force between NaTrxh-C62 and Sg;,-RNase-C186 sulfur atoms
equivalent in energy to one hydrogen bond to identify persistent con-
tacts (those present in over 60% of the simulation frames). One sig-
nificant interaction was the contact between Sg;,-RNase-E155 with
NaTrxh-C62 side chain and NaTrxh-M104 backbone (Fig. 4C). The
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A

NaTrxh
Athaliana

Hvulgare(1)
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Bl al B2
I

MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHS SNRWQLHFNSSKQLNKLIVVDFAAT 60
MGGALSTVFGSGEDA~~-~TAAGTESEPSRVLKFSSSARWQLHFNEIKESNKLLVVDFSAS 57
MAAEEGAVIACHTKQEFDTHMANGKDTGKLVIIDFTAS 38

Hvulgare(2) --———————————uun MAASATAAAVAAEVISVHSLEQWTMQIEEANTAKKLVVIPFTAS 44
Ecoli SDKIIHLTDDSFDTD-~--VLKADGAILVDFWAE 30
H H T . 3seWR e
o2 3
5 —— = B2
NaTrxh PVINAMSAKYTDVD-FVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQEKEVERV 119
Athaliana BEERER I EPATHAMADKFNDVD-FVKLDVDELPDVAKEFNVTAMPTFVLVKREKEIERI 116

Hvulgare(1) [EESBERVIAPVFAEYAKKFPGAI-FLKVDVDELKDVAEAYNVEAMPTFLFIKDEKVDSV 97

Hvulgare(2)

IMAPVFADLAKKFPNAV-FLEKVDVDELKPIAEQFSVEAMPTFLFMKEGDVKDRV 103

Ecoli BESBEKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLN IDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATK 90
kekRANIzg * 3 3 33 . o *333%g * 3.3 J3R*IzzLe R,
a4
I
NaTrxh VBAKKDELEKKILKHREAPKFAASNYRTKFHVQ 152
Athaliana IlAKKDELEKKVSKLRA----- --------- 133
Hvulgare(1l) VEGRKDDIHTKIVALMGSAST- - 118
Hvulgare(2) VBAIKEELTAKVGLHAAAQ-- - 122
Ecoli - 108

VBALSKGOLKEFLDANLA-

Fig. 3. (A) Sequence alignment between NaTrxh, Trx from E. coli (GenBank accession number 2TRX B) and plant Trxs from A. thaliana (Athaliana, Q38879.2) and H.
vulgare (Hvulgare Q7XZK3 and Q7XZK2). The secondary structure elements are conserved between both Trxs (indicated at the top). NaTrxh lacks the B5S-strand
(indicated with a dotted arrow). The reactive site (red) and other residues involved in structural and catalytic roles, such as P70 and P105 (cyan), G113 and G121
(magema)and charged amino acint (D56, K66 and K86; green) are conserved in the Trxs. The residues that form the hydrophobic core are shown in gray. (B) Cartoon

ion of NaTrxh sh
Iggend, the reader is referred to the web version of this article.)

NaTrxh-W61 side<chain shields the side-chain contact, and the aromatic
character of this residue may alter the basicity of S¢,,-RNase-E155. As a
working hypothesis, Sg;,-RNase-E155, under the influence of NaTrxh-
W61 electron cloud, may abstract the proton from the NaTrxh-C62 thiol
group leading to a thiolate. After a conformational change, this thiolate
in NaTrxh would attack to the Si;;-RNase-C153-C186 disulfide bond,

forming a mixed disulfide. Besides this contact, there are addluonal

g the conserved residues in sticks with the colored code using in panel A. (For i

of therefe to colour in this figure

not involve the Sy,-RNase hypervariable regions (Fig. 4A). This is ex-
pected to be a general feature of the NaTrxh interaction with any S-
RNase haplotype since reduction by NaTrxh has been observed in dif-
ferent haplotypes as Scio and Sios fromN. alata (Juirez-Diaz et al,
2006; Torres-Rodriguez et al., 2020).

contacts adding stability between residues at the NaTrxh N
such as the NaTrxh-S6 and Sg,,-RNase-D184 (Fig. 4D).

The N-terminal of NaTrxh has significant conformational fluctua-
tions during the simulation, in agreement with its absence in the
NaTrxh X-ray crystal reflecti ); , in the p of Spq-
RNase, it remains in pr y to this protein through that do

3.4. Conf ional ch
disulfide bond reduction

in Sg11-RNase derived from C153-C186

5

Si11-RNase was complexed with a CC dinucleotide using molecular
docking, and the complex was relaxed using MD simulations with ex-

plicit water and ions. In this simulation, along with the catalytic me-
chanism of the type A RNase, the residues His32 and Lys90 are charged,
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Fig. 4. (A) Cartoon representation of the NaTrxh-Sg,;-RNase complex NaTrxh is shown in green and its N- and C-terminal extensians are in red and black, re-
spectively. NaTrxh reactive site (yellow) is dose to the C153-C183 disulfide bond (blue) of Sy11-RNase (cyan). Hypervariable regions, K47-L63 (orange) and F72-P82
(magenta), of S-RNase do not interact with NaTrxh N-terminal. (Right) Image rotated 180" about the vertical axis. (B) The complex surface (green) is shown
translucent, while in solid colors the residues of NaTrxh (steel blue surface) and Sg,,-RNase (dark orange surface) making persistent contacts (in 60% or more of the
simulation frames). (C) Atomic detail of selected contacts in the NaTrxh (purple cartoons and light green sticks) and Sg,,-RNase (yellow-brown cartoons and light

arange sticks) camplex. Atoms of relevant residues are shown as balls in CPK colors. Hydrogens are not shown, except for those involved in protein-protein H-bonds

(shown as black dashed lines). (D) Proposed catalytic h

the abs:

of NaTrxh, i

of the thiolate that attacks Sg;;-RNase-C153-C186 disulfide bond. The images were prepared using VMD. (For i

legend, the reader is referred to the web version of this article.)

and His91 is protonated at the N8. The putative enzy

of a proton of NaTrxh-C62 by Sg,-RNase-E155 and formation
ofther

to colour in this figure

leophile. This alkoxide is expected to attack the phosphorous atom

complex was identified by the correct positioning of the catalytic re-
sidues close to the atoms that each one is expected to influence during
catalysis. Simulations of the same complex after the reduction of the
disulfide bond showed minor changes in y (not
However, due to the stochastic movement of atoms, the discrimination
of changes with possible influence on catalysis from those due to
Brownian motions was not possible. Then, we used semiempirical
quantum mechanics (PM7-LMO) to calculate the electronic structure of
the enzyme-CC putative complex with or without the C153-C186 dis-
ulfide bond, which binds the B4-strand to the loop formed between B5
and P6-strands of Sg;;-RNase. Bound water molecules taken from the
MD simulation were included in the PM7-LMO g y optimizati

h

making a classic SN2 displ of the phosphodi bond. Lys90
H-bonds to both the phosphate and the 2°0OH groups, providing change
compensation during the catalysis. In this enzyme, His32 is further
activated by is H-bond to Glul65, which in tum, is H-bonded to
Lys152. As shown in Fig. 5C, some of the H-bonds possibly related to
catalysis changed after breaking the C153-C186 disulfide bond. The
reduction in the H-bond distance His32-03’ and His91-HO2’ may offer a
possible explanation for the increased activity of the S-RNase when is
reduced by NaTrxh (Fig. 5D). The proposed mechanism of action of
Sg11-RNase is shown in Fig. SE.

The results shown in Fig. 5 confirmed the subtle effect of breaking
the disulfide. The wireframe structure of the reduced and oxidized
enzyme-CC complex is superimposed to reveal how the structural
change, though subtle, it propagates to the entire structure (Fig. 5A).
Fig. 5B shows the structure of the CC dinucleotide and some resid
possibly involved in the catalysis. The residue His32 is pr d and
H-bonds to the bridge at the 3'phosph bond. This is the

idue proposed to pr the 3'OH of the leaving nucleotide. The
residue His91 accepts an H-bond to the 2°OH of the nucleotide, and it is
proposed that this promotes the activation of the 2-alkoxid

4. Di

The core of NaTrxh from N. alata has a tertiary structure similar to
the reported for other Trxs from bacteria to plants (Figs. 2 and 3.
Holmgren et al., 1975; Smeets et al., 2005; Maeda et al., 2006). How-
ever, NaTrxh, as other members of the type h plant Trxs, contains ex-
tended N- and C-terminal ends whose structure was not fully de-
termined because of their high flexibility.

Previous work showed that both NaTrxh N- and C-terminal exten-
sions interact with S-RNase (Avila-Castaieda et al, 2014). However,

only residues c ined in the N-terminal are essential for S-RNase
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Fig. 5. Predicted changes in the structure of S, ;-RNase complexed with a CC dis

Journal of Soructural Biology 212 (2020) 107578

3'OH (substrate)

leatid

ition of the plex (A) with (red) or without (green) the

€153-C186 disulfide bond (both depicted as wireframes). The substrate and the relevant mldus shown in (D) are as licorice. The CC ligand (ball and sticks) and

relevant residues (sticks) are shown in CPK colors with (B) or without (C) the disulfide, and their

may be i in lysis. The bers in roman typeface are H-bond di

peximp (D). The hore ind Hobandine di that

(A) and residu

mlabeled(B)byammomdabbmvmnnnmdsequm

number. (E) Suggested mechanism of action of Sg;;-RNase showing the nucleophilic attack of H32 and H91 to the CC ligand. The images were prepared using VMD.

of the refe

(For interp

reduction (Torres-Rodriguez et al., 2020). We hypothesize that the in-
teraction between NaTrxh and S-RNase could stabilize the N-terminal
extension of NaTrxh. Hence, the crystallization of both proteins in a
complex will let us know the conformation state of this domain with
this specific target. Other crystal structure Trx-substrate complexes
have been determined such as HvTrx2, from Hordeum vulgare, which
was covalently bound to its substrate BASI, by a disulfide bond (Maeda
et al., 2006). The obtained structure allowed the identification of re-
sidues interacting during reduction, which are highly conserved among
Trxs and localize in the core of HvTrx2. In contrast to NaTrxh, HvTrx2
has a smaller N-terminal extension, and it seems not to be involved in
the interaction with this specific target. The HvTrx2 N-temminal ex-
tension was not determined in the final structure (Maeda et al., 2006).

During the reduction reaction, some residues at the NaTrxh core
would contact S-RNase, as was observed for the HvTrx2-BASI ¢ !

to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

(Torres-Rodriguez et al, 2020). Currently, the NaTrxh C-terminal
function is poorly understood and deserves future research.

To date, we have not identified other substrates of NaTrxh, and our
interest is on S-RNase since the activity of this protein is enhanced by
NaTrxh reduction (Torres-Rodriguez et al., 2020). S-RNases are highly
polymorphic. Variability among different alleles is contained in two
hypervariable regions (Anderson et al., 1989). At the same time, the
core of the protein is conserved as well as the four disulfide bonds
(Anderson et al., 1989; Oxley and Bacic, 1996), including the one re-
duced by NaTrxh (C155-C185 in the S¢yo-RNase, C153-C186 in Sgy;-
RNase). Therefore, it would be d that the reduction of S-RNase
by NaTrxh would not be S-allele specific. Moreover, we propose that S-
RNase-NaTrxh interaction would not interfere with allelic specific re-
cognition of S-RNase by the male determinant, SLF, because such re-

however, the interaction may lack the strength to retain S-RNase long
enough for its reduction, and then, the contacts of S-RNase with re-
sidues at the NaTrxh N. may provide the d additional
binding energy. In agi with this hypoth E.coIiTrx,which
lacks the N-terminal extension, is unable to reduce the S-RNase and,
most importantly, when the N-terminal extension was removed from
NaTrxh, the reduction of the S-RNase reduction did not occur (Torres-
Rodriguez et al., 2020).

Parameters used in the simulation assays did not let us determine
the interaction between the NaTrxh C-terminal extension and S-RNase.
However, we previously gave evidence of this interaction by using af-
finity chromatography (Avila-Castafieda et al, 2014). The NaTrxh C-
terminal end exhibits high mobility, and the conformations observed
for this were far from the reactive site of NaTrxh (Fig. 4A). In agree-
ment, NaTrxh C-terminal does not participate in the S-RNase reduction

cognition is mediated by the hypervariable regions of S-RNase (Matton
et aL 1997) and these do not interact with NaTrxh (Fig. 4A).

The interactions between S-RNase and SLF or NaTrxh and S-RNase
have different roles in the pollen rejection resp It is unk if
they occur at the same time inside of pollen tube. However, we propose
that the S-RNase-SLF interaction happens early and is the initial step
that triggers the pollen rejection mechanism because it determines
whether the pollen is accepted or rejected. On the other hand, the S-
RNase-NaTrxh interaction would later occur when S-RNase activity
levels are necessary to degrade pollen tube RNA.

On the other hand, the C16-C21 and C46-C94 disulfide bonds are
located close to the active site of the Sy,-RNase. They seem to be the
primary bonds that maintain the catalytic residues conformation and
allow the S-RNase to have a basal ribonuclease activity (Ida et al.,
2001). They might prevent a crucial structural change in the active site
when the C153-C186 disulfide bond is broken. It would explain why S-
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RNase exhibits a basal activity before being reduced by NaTrxh, but the
specific reduction increases its ribonuclease activity (Torres-Rodriguez
etal, 2020).

To ibl al changes caused by the reduction of
the C153- c1es d:sllﬁde bond, we simulated its breaking off. Our data
shown only subtle changes between Sg,,-RNase with and without the
C153-C186 disulfide bond, including a small change in the geometry of
contacts between the catalytic residues His32 and His90 and the sub-
strate (Fig. 5D). However, the increase in activity after reduction can
hardly be ascribed only to these two residues, because all the core of S-
RNase is altered. leferﬂms in activity could lelale to a faster dynamic
of the active site, including those y involved in the
recognition and orientation ofthe substrate (RNA), and may also allow
a faster product release. In any case, according to QM theory, all atoms
in a polyatomic molecule share their electrons to some extent with all
other atoms and electronic perturbations should propagate to the whole
system. It is interesting to observe how the reduction of a single dis-
ulfide in S-RNase does indeed bring a subtle rearrangement of the
whole protein. Probably this is one of the reasons why the rational-
design of proteins has proven so challenging (Banda-Vizquez et al.,
2018). However, we cannot rule out additional conformational changes
takmg placein wvo due to the protein’s interaction with components of

Ll g the solvent, ions, and other macro-
molecules.
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