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1. Resumen 

Las angiospermas desarrollaron diversas estrategias reproductivas para generar y mantener su 
diversidad genética mediante la polinización cruzada. Una de éstas se basa en un mecanismo 
genético conocido como autoincompatibilidad sexual (AI), en el cual el órgano 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 esporofítico, en el cual la determinante 
masculina es expresada por la pared de la antera (parte del esporofito). 

La AI gametofítica en las familias Rosaceae, Solanaceae y Plantaginaceae, está 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 polinización, 
la S-RNasa ingresa a los tubos polínicos e interacciona físicamente con SFL en el citosol. Una 
interacción alelo S-específica desencadena el rechazo del polen, en donde la actividad citotóxica 
de la S-RNasa es crucial para la inhibición del crecimiento del tubo polínico.  

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 vía. Para profundizar en nuestro 
conocimiento acerca del mecanismo bioquímico que conduce a la inhibición del crecimiento del 
tubo polínico durante la respuesta de AI, nuestro grupo de investigación 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 (AI) 
respecto a plantas autocompatibles (AC), además, la proteína NaTrxh interacciona con la S-RNasa 
y reduce puentes disulfuro de su estructura in vitro. 

En el presente trabajo, se generaron híbridos 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 AI en Nicotiana. 

Dado que la S-RNasa es reducida por NaTrxh, se evaluó el efecto sobre su actividad. Se determinó 
que NaTrxh rompe específicamente el puente disulfuro formado entre la Cys155 y la Cys185 en 
la SC10-RNasa provocando un aumento de siete veces en su actividad de ribonucleasa, dicha 
reducción es mediada por la interacción entre la S-RNasa y el extremo N-terminal de la Trx. 
Además, se da evidencia de que la incubación in vitro de NaTrxh con NaTrxhSS, impide la 
reducción de la S-RNasa por NaTrxh, ya que bajo esta condición NaTrxhSS se une de manera 
irreversible a la ribonucleasa evitando su reducción. De tal manera que la pérdida parcial del 
fenotipo de AI en los híbridos transgénicos, podría explicarse por la unión irreversible de NaTrxhss 
a la S-RNasa en el citosol del tubo polínico, evitando la reducción de una cierta población de la S-
RNasa por NaTrxh.  
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Además, en el presente estudio se determinó mediante cristalografía de rayos X, la estructura 
tridimensional de NaTrxh a 1.7Å de resolución. La estructura 3D de NaTrxh reveló que su extremo 
N-terminal está orientado hacia el sitio reactivo WCGPC, lo cual concuerda con resultados previos 
que indican que la falta de dicho dominio evita la reducción de la S-RNasa y el incremento en su 
actividad. Asimismo, a través de ensayos de dinámica molecular entre NaTrxh y la SF11-RNasa se 
observó la posible interacción entre estas proteínas a través del extremo N-terminal de NaTrxh así 
como los posibles cambios conformacionales que ocurren en la SF11-RNasa después de la 
reducción específica del puente disulfuro blanco de NaTrxh. 

Con nuestros resultados proponemos a NaTrxh como una proteína crucial para la respuesta 
respuesta del rechazo del polen alelo S-específco en Nicotiana cuya función sería reducir y 
aumentar la actividad de la S-RNasa para que ésta ejerza su actividad citotóxica contra los tubos 
polínicos de cruzas incompatibles. 
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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 SC10-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 1.7Å 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 
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the NaTrxh N-terminal prevents S-RNase reduction. In addition, molecular dynamic assays 
performed with the 3D NaTrxh structure and the SF11-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. Introducción. 

 

2.1 Autoincompatibilidad en angiospermas. 

Las angiospermas constituyen el grupo de plantas más diverso y su éxito evolutivo se debe en gran 
medida a las distintas adaptaciones que han desarrollado teniendo como objeto la reproducción. 
Este tipo de plantas se reproducen de manera asexual o sexual, siendo la segunda opción la que 
contribuye a la generación de variación 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 órganos 
reproductivos que son el pistilo, que contiene a los óvulos, y las anteras, las cuales producen los 
granos de polen. Cuando un grano de polen llega al estigma, se hidrata y germina el tubo polínico 
que contiene a los núcleos espermáticos. El tubo polínico es una célula que crece a lo largo del 
tejido de transmisión del estilo hasta llegar al ovario donde se encuentran los óvulos, sitio en donde 
se liberarán los núcleos espermáticos para que se lleve a cabo la fecundación (Rea y Nasrallah, 
2008).  

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

La AI está controlada genéticamente por un único 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 interacción alelo S específica entre las determinantes de 
especificidad, lo cual desencadena una respuesta celular que culmina con la inhibición del 
crecimiento del tubo polínico (Figura 1) (McClure y Franklin-Tong, 2006). 

Se sabe que para determinar la compatibilidad de un grano de polen sobre un pistilo únicamente 
se requieren a la S-RNasa y a SLF por evidencias de experimentos de ganancia de función. Por 
ejemplo, cuando los híbridos 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  SA2, pero aceptaron el polen SC10 (Murfett et al., 1994). Esto 
también se demostró en P. inflata, donde la expresión de la S3-RNasa en plantas de genotipo S1S2, 
provocó el rechazo del polen S3 (Lee et al.,1994). Ahora bien, para el caso de SLF, se demostró 
que este confiere la especificidad a través de la generación de polen heteroalélico en P. inflata. El 
experimento consistió en introducir el alelo SLF2 en plantas de genotipos S1S1, S1S2 y S2S3. Los 
granos de polen producidos que portaban el transgen S2 junto con el alelo S1 o S3, fueron aceptados 
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en autopolinizaciones. Por el contrario, los granos de polen que portaban dos alelos S2, fueron 
rechazados en autopolinizaciones (Sijacic et al., 2004).   

Existen dos tipos de control genético en los sistemas de AI y son denominados esporofítico y 
gametofítico. En la AI esporofítica, el fenotipo de compatibilidad del polen lo otorga la antera que 
es un tejido diploide; mientras que en la AI gametofítica, el fenotipo de compatibilidad proviene 
del polen que es haploide (Rea y Nasrallah, 2008). 

 

 

Figura 1. La incompatibilidad sexual en las angiospermas. A. Estructura del locus S. B. La AI promueve la 
fecundación cruzada a través del reconocimiento entre las determinantes de especificidad femenina y masculina. En 
un pistilo S1S2, los granos de polen cuyo haplotipo sea S1 o S2 serán rechazados; mientras tanto, los granos de polen 
de haplotipos distintos (S3 o S4) serán aceptados y podrán llegar hasta el ovario para fecundar los óvulos (Tomado de 
McClure y Franklin-Tong, 2006). 

 

2.2 Sistema de AI esporofítico. 

La AI esporofítica descrita en la familia Brassicaceae opera a nivel de interacción del grano de 
polen con las células de la epidermis del estigma. Estas células discriminan a los granos de polen 
e inhiben la germinación de aquellos que poseen el mismo haplotipo S, permitiendo únicamente el 
desarrollo de aquellos cuyo haplotipo S es diferente. El rechazo del polen ocurre por la falta de 
hidratación del grano de polen y por una rápida inhibición del crecimiento del tubo polínico sobre 
la superficie de las papilas estigmáticas de aquellos que logran germinar (Takayama e Isogai, 
2005).  

La determinante femenina en la AI esporofítica es SRK (S-locus Receptor Kinase), la cual es una 
proteína 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 proteína 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 proteína SCR es el ligando de SRK (Kachroo et al., 2001; Shiba 
et al., 2001).  

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

Después de la activación de SRK en las células estigmáticas, se desencadena una cascada de 
señalización que culmina en el rechazo del polen, aunque aún se desconoce exactamente cómo 
ocurre. Algunas proteínas han sido identificadas como posibles efectores en la respuesta, por 
ejemplo, MLPK (Proteína Cinasa del Locus M) de Brassica rapa, la cual está anclada a la 
membrana plasmática de las papilas estigmáticas y cuenta con un dominio de cinasa de 
Serina/Treonina en la región citosólica. Una mutación de MLPK afecta la capacidad del estigma 
de inhibir el polen del mismo haplotipo S (Murase et al., 2004).  

Otra proteína identificada es ARC1, quien se expresa solo en los estigmas e interacciona con el 
dominio cinasa de SRK cuando está fosforilado (Gu et al., 1998). ARC1 tiene actividad ligasa E3 
de ubiquitina, por lo que se propone que puede ubiquitilar a alguna proteína requerida para el 
crecimiento del tubo polínico y causar su degradación (Figura 2) (Rea y Nasrallah, 2008).  
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Figura 2. Mecanismo de AI esporofítica en Brassicaceae. Se muestra una célula de la epidermis del estigma cuyo 
genotipo es S1S2, la cual tiene en su superficie dos granos de polen, uno derivado de la misma planta (S1S2) y otro 
derivado de una planta con genotipo distinto (S3S4). Dentro de las células estigmáticas, THL1/2 se encuentran unidas 
al receptor SRK (determinante femenina) lo cual lo mantiene inactivo y formando dímeros. SCR (determinante 
masculina), se encuentra en la cubierta del grano de polen y es reconocido por SRK. El reconocimiento del grano de 
polen AI activa a SRK quien se autofosforila después de la separación de THL1/2, esto provoca la respuesta de rechazo 
del polen en donde las proteínas ARC1 y MLPK también están involucradas (Tomado de Rea y Nasrallah, 2008). 

 

2.3 Sistema de AI gametofítico. 

La inhibición del crecimiento del tubo polínico en la AI gametofítica, 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 glicoproteína perteneciente a la familia de 
las ribonucleasas T2, conocida como S-RNasa (McClure et al., 1989). Esta proteína se expresa en 
las células del tejido de transmisión estilar y es secretada a su espacio extracelular (Anderson et 
al., 1989). Además de ser la determinante de especificidad, la S-RNasa participa en la degradación 
del rRNA del tubo polínico incompatible permitiendo la inhibición de su crecimiento (McClure et 
al., 1990).   

La determinante masculina está conformada por un conjunto de proteínas denominadas SLF (S-
Locus F-box protein) que se expresan específicamente en el polen y en los tubos polínicos (Lai et 
al., 2002; Qiao et al., 2004; Wheeler y Newbigin, 2007; Williams et al., 2014). Las proteínas SLF 
incluyen en su extremo N-terminal un dominio con caja F y funcionan como proteínas E3 ligasas 
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formando parte del complejo SCF (Skp1-Cullin-F-Box) el cual media la poliubiquitilación de 
proteínas blanco para su degradación en el proteosoma 26S (Hua y Kao, 2006).  

Existen dos modelos para explicar cómo ocurre la respuesta de AI gametofítica. 

• Modelo colaborativo de reconocimiento no específico: 

De manera general, la degradación de proteínas a través del proteosoma 26S es asistida por el 
sistema de ubiquitina, el cual incluye a las proteínas que desempeñan las actividades de E1 
(activación de ubiquitina), E2 (conjugación de ubiquitina) y E3 (ligasa de ubiquitina) (Hershko y 
Ciechanover, 1998). El complejo SCF contiene la actividad de ligasa de ubiquitina. Está 
conformado por Spk1, Cullin 1, una proteína con dominio de caja F y Rbx1. Cullin 1 es una 
proteína de andamiaje, sus extremos N- y C-terminal interaccionan con Spk1 y Rbx1, 
respectivamente. La proteína con caja F, se une a Spk1 a través de este dominio; además, le da 
especificidad al complejo ya que cuenta con otro dominio para el reconocimiento de la proteína 
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 proteína con caja F del complejo SCF y especifícamente es 
quien tiene la actividad de E3 ligasa que consiste en la transferencia de ubiquitina a la proteína 
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 
híbrido en levadura, usando como anzuelo a SLF2. Esta es una proteína ortóloga a Spk1 (Huang 
et al., 2006), mientras que PiCUL1-G (cullin-1 de Petunia inflata) y PhUBC1 (proteína E2-like de 
P. hybrida) fueron identificadas mediante ensayos de doble híbrido en Petunia (Hua y Kao, 2006).  

Inicialmente se propuso el modelo de la degradación de la S-RNasa para explicar el rechazo del 
polen, el cual postulaba que una SLF interacciona con la S-RNasa propia (por ejemplo, SLF1 con 
la S1-RNasa (cruza autoincompatible, AI) a través de dominios específicos previniendo la 
ubiquitilación de la S-RNasa. Por otro lado, si SLF y la S-RNasa eran de un haplotipo S distinto 
(cruza autocompatible, AC), la interacción sería a través de un dominio conservado en todas las 
proteínas SLF y S-RNasa, respectivamente, permitiendo la ubiquitilación y degradación de la S-
RNasa no propia; con ello el tubo polínico evadía la actividad citotóxica de la S-RNasa. Este 
modelo establecía que la interacción haplotipo S-específica era más 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 interacción proteína-proteína in vitro, se encontró que, en P. 
inflata, una determinada SLF interactúa 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 AI, el 
complejo SLF1-S1-RNasa, la interacción entre las dos determinantes era débil, por lo que el 
complejo SFL-S-RNasa sería inestable y como consecuencia, la S-RNasa estaría preferentemente 
libre para degradar el RNA del tubo polínico para detener su crecimiento. Por el contrario, en una 
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cruza AC, el complejo SLF2-S1-RNasa tendría mas afinidad y por lo tanto sería estable, lo que 
permitiría que SLF, ubiquitilara a la S-RNasa para su degradación (Hua y Kao, 2006). 

El modelo de degradación de la S-RNasa se ha modificado debido a nueva información 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 único responsable de la especificidad en el pistilo 
(Lee et al., 1994 y McClure, 2004). Sin embargo, hay varios genes parálogos de SLF dentro del 
locus S. Por ejemplo, en el haplotipo S2 de Petunia inflata, existen 17 genes SLF, mismos que 
existen en el haplotipo S3 (Williams et al., 2014). Las 17 proteínas codificadas son capaces de 
formar complejos SCF con Spk1 y Cullin1 (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 múltiples SLFs en un mismo haplotipo, el modelo colaborativo de 
reconocimiento no específico plantea que para un haplotipo S determinado, cada SLF funciona 
como una subunidad del complejo SCF para mediar la ubiquitilación de una S-RNasa de un 
haplotipo S distinto. Cada una de las proteínas SLF generadas por un haplotipo puede interaccionar 
con algunas de las S-RNasas no propias provenientes de distintos haplotipos, por lo que la 
expresión de todas las SLF es necesaria para reconocer y ubiquitinar a todos los haplotipos de S-
RNasas que puedan existir en la población. Sin embargo, ninguna SLF podrá ubiquitinar a la S-
RNasa propia (mismo haplotipo S) de tal forma que esta degradará el RNA del tubo polínico e 
inhibirá su crecimiento (Figura 3. B) (Kubo et al., 2010). 

No se sabe con exactitud qué características deben cambiar en las proteínas SLF para ser 
reconocidas diferencialmente por las S-RNasas. Las secuencias de las 17 proteínas 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 además se predice que se encuentran expuestas al solvente en la proteína; por ello se cree 
que están involucradas en la interacción 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 está cercano al extremo N-terminal de la proteína (Williams et al., 2014). Sin 
embargo, a la fecha, no se han realizado experimentos in vitro para ver específicamente la 
interacción de estas regiones con distintas S-RNasas. 
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Figura 3. Modelo colaborativo de reconocimiento no específico. A. Estructura del complejo SCF (SLF-SPK1-
Cullin1) para degradación de la S-RNasa a través del proteosoma 26S. B. Dentro del locus S se encuentra un gen S-
RNasa y múltiples genes SLF. El haplotipo S7 tendrá S7-RNasa y S7-SLF1, S7-SLF2, S7-SLF3 hasta S7-SLFx. Cada SLF 
interacciona y degrada a un haplotipo de S-RNasa distinto (los haplotipos están indicados como S17, S9, S11, S19 y S5), 
pero ninguna reconocerá a la S-RNasa propia (S7). Lo mismo ocurre para el haplotipo S11 (Tomado de Kubo et al., 
2010). 

 

• Modelo de la compartamentalización de las S-RNasas 

Este modelo fue propuesto por Goldraij et al. en 2006 y toma en cuenta la participación de otras 
proteínas además de las determinantes de especificidad. Estas proteínas están codificadas por 
genes modificadores (GMs), los cuales se encuentran codificados fuera del locus S, aunque por lo 
general tienen expresión específica en el polen o el pistilo (McClure et al., 2000). De todos los 
GMs identificados a la fecha, se sabe que son esenciales para la respuesta del rechazo del polen 
porque su supresión genética provoca que las plantas AI sean capaces de aceptar su propio polen 
(McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005; Jiménez-Durán et al., 2012; Meng et al., 2014 y 
García-Valencia et al., 2017).  

En el pistilo se han identificado a NaStEP (N. alata Stigma-Expressed Protein),  120K y 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), además de los 
genes que codifican para las proteínas 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-Durán et al., 2012; 
Meng et al., 2014 y García-Valencia et al., 2017).  
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El modelo de la compartamentalización propone que las S-RNasas ingresan a los tubos polínicos 
independientemente de su haplotipo S. Las proteínas 120K y HT-B también entran a los tubos 
polínicos, aunque se desconoce la vía de ingreso (Lind et al., 1996; Goldraij et al., 2006). En el 
tubo polínico, 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 pequeña 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 proteína HT-B se degrada 
llevando a la estabilización 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 liberación de las S-RNasas al citoplasma permite que éstas ejerzan su 
actividad citotóxica degradando el rRNA del tubo polínico, e inhibiendo así la síntesis de proteínas 
lo que detiene su crecimiento a través del estilo. Por otro lado, aunque se sabe la localización de 
120K, su participación en el mecanismo aún es desconocida (Figura 4) (Goldraij et al., 2006). 

 

Figura 4. Modelo de la compartamentalización de la S-RNasa. Las S-RNasas junto con otras proteínas estilares 
ingresan al tubo polínico 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 citotóxica. La estabilidad de la vacuola está 
relacionada con la degradación de HT-B, probablemente dirigida por una proteína del polen. B. En una cruza AI hay 
ruptura de la vacuola y liberación de las S-RNasas al citosol del tubo polínico en donde ejercen su actividad citotóxica. 
La ruptura de la vacuola probablemente es mediada por la estabilidad de proteína HT-B (Tomado de Goldraij et 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 información acerca de sus funciones y se pueden incluir 
en el modelo. 

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

NaSIPP se encontró como una proteína del polen que interacciona con NaStEP en mitocondrias 
de tubos polínicos (García-Valencia et al., 2017). Se propone que NaSIPP, al ser un transportador 
de fosfato, podría formar parte del poro de transición 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 concentración de fosfato inorgánico en el interior mitocondrial. Lo anterior podría 
desencadenar un colapso en el potencial de membrana además de que está involucrado con eventos 
de muerte celular como la liberación de citocromo C. Se propone que la interacción entre NaStEP 
y NaSIPP podría ser parte del mecanismo de apertura del PTP, lo cual contribuiría a la inhibición 
del crecimiento del tubo polínico (García-Valencia et al., 2017).  

Por último, MdABCF, es un transportador tipo ABC el cual asiste el ingreso de la S-RNasa al tubo 
polínico en Rosaceae (Meng et al., 2014). Este podría permitir la entrada de la S-RNAsa 
directamente al citosol, ya que, en algún punto del rechazo del polen, ésta debe encontrase ahí para 
interaccionar con SLF. 

La figura 5 incluye todos los hallazgos acerca del mecanismo bioquímico que conduce a la 
inhibición del tubo polínico en Nicotiana.  
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Figura 5. Eventos que permiten el rechazo del polen en Nicotiana. Las proteínas estilares que participan en el 
mecanismo de rechazo del polen ingresan a los tubos polínicos 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 polínico, uno es el citosol, donde interaccionará con SLF, y otro es la vacuola, donde permanecerá 
junto con 120K y HT-B en la membrana. En la cruza compatible, la S-RNasa citosólica que interaccionó con SLF será 
ubiquitilada y degradada, mientras que aquella que se encuentra en vacuola permanecerá secuestrada en dicho 
compartimento. Por el contrario, en la cruza incompatible, la S-RNasa estará libre en el citoplasma debido a que la 
interacción con SLF es débil. De alguna manera se desencadenan una serie de eventos que permitirán la inhibición del 
crecimiento del tubo polínico, entre estos se encuentra la doble función de NaStEP, la cual, por un lado está relacionada 
con la inhibición de la proteasa que degrada a HT-B y por el otro con su interacción con NaSIPP en mitocondria. 
Ambas funciones de NaStEP podrían señalizar la ruptura de la vacuola que contiene a la S-RNasa, las cuales al ser 
liberadas degradarán al RNA del tubo polínico. 

 

2.4 Formación de complejos entre la S-RNasa y otras proteínas estilares. 

La matriz extracelular (ME) del tejido de transmisión estilar (TTE) es rica en lípidos, azúcares y 
proteínas que interaccionan con el tubo polínico. Algunos de estos componentes lo nutren y lo 
guían permitiendo su crecimiento hasta llegar al ovario; mientras que otros, están involucrados en 
el reconocimiento y rechazo de tubos polínicos incompatibles, como es el caso de la S-RNasa, 
NaStEP y HT-B.  

Otras glicoproteínas, además de la S-RNasa, también se encuentran de manera abundante en la 
ME del tejido de transmisión, como 120K, TTS y PELPIII (Lind et al., 1994; Wu et al., 1995; de 
Graff et al., 2003). La proteína 120K es esencial en la respuesta de AI (Hancock et al., 2005) y 
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también ingresa a los tubos polínicos 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 proteína 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 polínicos 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 polínicos (de Graff et al., 2003), aunque se desconoce cuál sea 
su función, su papel es esencial en el rechazo del polen en cruzas interespecíficas en Nicotiana 
(Eberle et al., 2013). 

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

 

2.5 Búsqueda de nuevos GMs de AI en Nicotiana. 

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

A la fecha, se han encontrado más evidencias de su participación en el rechazo del polen en 
Nicotiana; por ejemplo, se ha observado su colocalización junto con la S-RNasa en la ME del 
estilo y su interacción in vitro con la S-RNasa y con las proteínas del complejo S-RNasa-120K-
NaTTS-NaPELPIII (Juárez-Díaz et al., 2006; Ávila-Castañeda et al., 2014; Hernández-Navarro y 
Cruz-García sin publicar). Además, se encontró que NaTrxh reduce a la S-RNasa in vitro (Juárez-
Díaz et al., 2006). Lo anterior sugiere su participación en el rechazo del polen. 
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2.6 Características de las tiorredoxinas. 

Las tiorredoxinas (Trx) son pequeñas proteínas globulares de aproximadamente 12 kDa presentes 
en todos los organismos que pertenecen a una familia de oxidorreductasas tiol:disulfuro. Estas son 
proteínas reguladoras ya que catalizan la reducción de puentes disulfuro expuestos en otras 
proteínas 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 reducción del puente disulfuro de la proteína blanco (Laloi et al., 2001). La Cys 
localizada hacia el extremo amino del sitio reactivo es la que realiza el primer ataque nucleofílico, 
lo que depende de su valor de pKa que es significativamente más bajo que el de la segunda Cys 
del sitio reactivo (Dillet et al., 1998). Con este primer paso se genera un intermediario mixto Trx-
proteína 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 disociación del 
complejo Trx-blanco. El ataque ocurre hacia la primer Cys del sitio reactivo de la Trx, permitiendo 
que cuando termine la reacción la proteína blanco quede reducida y la Trx se libere en su forma 
oxidada (Figura 6. A) (Dillet et al., 1998, Meyer et al., 1999).  

La energía necesaria para la reducción proviene de una molécula de NADPH y los electrones son 
transferidos a través de una cascada que incluye tres proteínas. La primera es una flavoproteína 
homodimérica denominada Tiorredoxina Reductasa dependiente de NADPH (NTR), ésta colecta 
los electrones del NADPH y 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 proteína 
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 proteína 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. Reducción de proteínas por Trx. A. Mecanismo de acción. 1) El proceso inicia con el ataque nucleofílico 
de la primera cisteína del sitio activo a un átomo de azufre de la proteína blanco, 2) con ello se genera un intermediario 
inestable por medio de un puente disulfuro entre ambas proteínas. 3) La segunda cisteína del sitio activo rompe el 
puente disulfuro recién formado con lo cual se libera la proteína 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 proteína blanco (Tomado de Meyer et al., 1999). 

 

 

2.7 Tiorredoxinas vegetales. 

Las Trxs están 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 más de 20 genes que codifican para Trx y 
alrededor de 30 genes que codifican para Trx con sitio reactivo atípico o proteínas con dominios 
TRX-like (Meyer et al., 2008).  

Las Trxs vegetales se clasifican con base en su estructura primaria y su localización 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 regulación de proteínas del metabolismo de carbohidratos. En mitocondria, las 
Trxs de tipo o regulan procesos como fotorrespiración, ciclo de Krebs, metabolismo de lípidos, 
muerte celular programada, entre otros. Por otra parte, también existe un tipo de tiorredoxina 
asociada a retículo endoplasmático, 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 h. Inicialmente se suponía que eran citoplasmáticas 
dado que no poseen una señal canónica de tránsito. 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 Trxh1 y Trxh2 contienen una extensión N-
terminal de aminoácidos hidrofóbicos que la unen a la membrana plasmática (Shi y Bhattacharyya, 
1996), y las Trxs THL1 y THL2 de Brassica, que están involucradas en el mecanismo de AI 
esporofítica, son citosólicas (Cabrillac et al., 2001).  

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

Subgrupo 1. Su reducción está mediada por NTR y la mayoría de los miembros son 
citosólicos. Trxs de este subgrupo se encuentran abundantemente en el floema de A. thaliana 
sugiriendo su participación en la regulación de los componentes del tejido vascular (Reichheld et 
al., 2002). 

Subgrupo 2. Se caracterizan porque poseen extremos N-terminal más largos y por la 
conservación de la secuencia WCGPC en su sitio reactivo en todos los miembros. No tienen una 
localización exclusiva a algún sitio celular, por ejemplo, PtTRXh2 de P. tremula está asociada a 
la mitocondria, mientras que NaTrxh de N. alata es una proteína de secreción (Reichheld et al., 
2002; Juárez-Díaz et al., 2006; Ávila-Castañeda et al., 2014). 

Subgrupo 3. Los miembros de este subgrupo también poseen extremos N-terminal más 
largos, pero además contienen un residuo de Cys conservado en la cuarta posición. La secuencia 
WCGPC del sitio reactivo no está presente en todos los miembros. Algunos, como la PtTRXh4 de 
P. tremula, además son reducidos por un sistema distinto al que involucra a NTR, el cual es a 
través de la enzima glutatión reductasa, también dependiente de NADPH (Gelhaye et al., 2004a).  
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3. Antecedentes.  

 

3.1 Expresión de NaTrxh en Nicotiana. 

 

En la búsqueda de nuevos GMs en Nicotiana utilizando la técnica de cDNA-AFLP se encontró el 
fragmento cDNA-AFLP25, el cual mostró mayor presencia en estilos de plantas con entorno 
genético de AI como el de N. alata BT en comparación con N. plumbaginifolia que es una planta 
AC (McClure et al., 2011). El análisis de su secuencia completa reveló que el transcrito codifica 
para una Trx y mediante análisis filogenético se agrupó dentro del tipo h, subgrupo 2, observando 
la conservación de la secuencia del sitio reactivo WCGPC. La proteína fue denominada NaTrxh 
por ser de N. alata (Juárez-Díaz et al., 2006). 

La cuantificación de los niveles de expresión de NaTrxh mediante qRT-PCR, indica que el gen se 
expresa tanto en especies de Niciotiana AC como AI, con diferencias significativas en la cantidad 
del transcrito (Figura 7. A) (Torres-Rodríguez, 2016).  

 

 
Figura 7. Expresión de NaTrxh en especies AC y AI de Nicotiana. A. Cuantificación 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-Rodríguez, 2016) B. Inmunodetección de 
NaTrxh en extractos de proteína total de los estilos de plantas autocompatibles (AC), autocompatibles que carecen de 
S-RNasa (AC*) y autoincompatibles (AI) (Juárez-Díaz, 2006).  
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Por otro lado, mediante ensayos de inmunodetección, se demostró que la proteína está ausente en 
especies de Nicotiana que aceptan su propio polen (AC), pero está presente en especies con entorno 
genético de AI, las cuales incluyen tanto a las especies que pueden rechazar su propio polen (AI) 
como a las que poseen todos los elementos necesarios para la AI pero que pueden o no expresar a 
la S-RNasa (AC*) (Figura 7. B) (Juárez-Díaz, 2006). La ausencia de la proteína en pistilo de 
especies AC se puede deber a distintas razones, una de ellas es que exista una regulación a nivel 
del transcrito de NaTrxh en estas plantas. También es posible que la proteína no sea transportada 
a ese tejido. Juárez-Díaz et al. (2006) observaron que NaTrxh es producida por el ovario en N. 
alata y en este sitio podría ser secretada para ser transportada hacia el pistilo. Por último, existe la 
posibilidad de que se produzca la proteína pero que sea degradada rápidamente y que por ello no 
se detecte. 

 

3.2 Interacción de NaTrxh con la S-RNasa. 

NaTrxh es secretada a la matriz extracelular de las células del tejido de transmisión estilar en donde 
colocaliza con la S-RNasa (Juárez-Díaz et al., 2006). De acuerdo con su clasificación, NaTrxh 
pertenece al subgrupo 2 de las Trxs tipo h, que se caracterizan porque su extremo N-terminal es 
más largo respecto a las demás Trxs; además, el extremo C-terminal de NaTrxh también es más 
extenso (Ávila-Castañeda et al., 2014). Previamente, se definieron tres dominios presentes en estas 
extensiones, los cuales fueron denominados Nα, Nβ y C-terminal (Figura 8. A; Ávila-Castañeda 
et al., 2014). 

Mediante ensayos de expresión transitoria en células de epidermis de cebolla con versiones 
mutantes de la proteína NaTrxh y fusionadas a GFP, se demostró que el dominio interno Nβ (que 
comprende desde la Ala17 hasta la Pro27), de naturaleza hidrofílica, dirige la secreción de NaTrxh 
al espacio extracelular a través de una vía que involucra el retículo endoplasmático, el aparato de 
Golgi y vesículas de secreción (Ávila-Castañeda et al., 2014). Además de NaTrxh, Gelhaye et al. 
(2000) demostraron que la extensión N-terminal de PtTrxh2 de P. trichocarpa, también está 
relacionada con su tránsito, aunque en este caso es hacia la mitocondria.   

La secreción de NaTrxh al espacio extracelular del tejido de transmision estilar también se observó 
por medio de análisis inmunohistoquímico utilizando microscopía 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 proteína (Juárez-Díaz 
et al., 2006). 

Además de colocalizar en la ME, la S-RNasa y NaTrxh también interaccionan (Juárez-Díaz et al., 
2006). Esta interacción fue estudiada a través de la cromatografía de afinidad utilizando columnas 
cuyos ligandos fueron distintas versiones de NaTrxh donde se eliminaron los dominios 
previamente definidos (Ávila-Castañeda 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 proteína se une con menor afinidad. Ávila-Castañeda et al. (2014) concluyen que el 
dominio C-terminal de NaTrxh es el responsable de la interacción entre estas dos proteínas, no 
obstante, analizando con mayor detalle sus resultados, es posible decir que los dominios Nα y Nβ, 
también contribuyen con la interacción, 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).  

 
Figura 8. Interacción de NaTrxh con la S-RNasa. A. Esquema de NaTrxh mostrando los dominios Nα, Nβ 
(Indispensable para su secreción al espacio extracelular) y C-terminal. B.  Interacción de NaTrxh con la S105-RNasa. 
Extractos de proteína total de estilos de N. alata S105S105 se pasaron a través de las columnas de afinidad Affi-Gel-
NaTrxh (1), Affi-Gel-NaTrxh∆Nα (2), Affi-Gel-NaTrxh∆Nαβ (3), y Affi-Gel-NaTrxh∆COO (4). La S-RNasa se une 
a la proteína NaTrxh completa, pero cuando la tiorredoxina carece de los dominios Nα y Nβ la afinidad por la S-
RNasa disminuye. La interacción se ve severamente afectada cuando se elimina el dominio C-terminal de NaTrxh, 
indicando que este dominio es quien contribuye mayoritariamente a la interacción entre ambas proteínas. UB (fracción 
no unida) W1, W5 y W10 (lavados 1, 5 y 10) Tw, NaCl (lavados con 1% de Tween 20 o 0.1 y 0.2 M de NaCl, 
respectivamente), B (elución con 50 mM glicina pH 2.6). Todas las fracciones se analizaron por inmunodetección con 
el anticuerpo Anti-S105-RNasa (Tomado de Ávila-Castañeda et al., 2014). 

 

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

Previamente, se realizó una búsqueda de los sustratos de NaTrxh en pistilos de N. alata (Juárez-
Díaz et al., 2006). Para ello se utilizó la metodología de Yano et al. (2001) en la cual, el extracto 
total de proteínas es reducido con la Trx y posteriormente es marcado con Monobromobimano 
(mBBr), el cual es un compuesto que se une a los sulfhidrilos y fluoresce al ser expuesto a luz UV. 
Las proteínas que son reducidas por la Trx se visualizan en una electroforesis de doble dimensión, 
donde la primera dimensión es no reductora y la segunda reductora. Aquellas proteínas con 
sulfhidrilos libres antes de la primera reducción, fluorescen por la presencia del mBBr y además 
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se localizan en una diagonal después de la segunda dimensión (Figura 9. A). Como resultado de 
estos experimentos se demostró que la S-RNasa es reducida por NaTrxh in vitro (Figura 9. B) 
(Juárez-Díaz et al., 2006). 

 

 
Figura 9. Reducción in vitro de la 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 dimensión (Yano et al., 2001). B. 
Extractos de proteína total de matriz extracelular de tejido de transmisión estilar de N. alata S105S105 sin reducir, 
reducidos con DTT o con NaTrxh + NADPH + NTR, se trataron con mBBr para marcar los sulfhidrilos expuestos en 
las proteínas. Después de la segunda dimensión es posible ver a la S-RNasa reducida tanto por DTT como por NaTrxh. 
Además, se muestra la inmunodetección de la S105-RNasa que fue reducida con NaTrxh (Tomado de Juárez-Díaz et 
al., 2006). 

 

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

A la fecha solo se ha reportado una estructura cristalográfica de una S-RNasa, la cual es el 
haplotipo SF11 de N. alata (Ida et al., 2001). Todas las S-RNasas poseen dos regiones 
hipervariables, que se propone están involucradas en el reconocimiento de SLF (Matton et al., 
1997). Independientemente de estas dos regiones, la estructura de las S-RNasas está altamente 
conservada y se sabe que es estabilizada por cuatro puentes disulfuro (Oxley y Bacic, 1996). 
Además de las Cys involucradas en la formación 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 posición tan conservada de los puentes disulfuro en las S-RNasas revela su gran importancia 
estructural. Asimismo, la ruptura específica de un determinado puente disulfuro podría provocar 
cambios estructurales muy precisos que tengan consecuencias importantes en la función de la 
proteína.    

 

3.4 Interacción de NaTrxh con las proteínas 120K, NaTTS y NaPELPIII. 

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

Previamente en nuestro laboratorio, se estableció un protocolo para la purificación de la proteína 
120K. Después de pasar un extracto total de proteínas de pistilo a través de una columna de 
intercambio iónico, se obtiene una fracción enriquecida en las glicoproteínas 120K, NaTTS y 
NaPELPIII. Cuando esta fracción es separada a través de cromatografía de afinidad en una 
columna que contiene a NaTrxh como ligando, las tres glicoproteínas son retenidas, siendo 120K 
la que se une con mayor afinidad a NaTrxh (Figura 10) (Hernández-Navarro y Cruz García, datos 
sin publicar). 

 

 
Figura 10. Interacción de NaTrxh con las proteínas 120K, NaTTS y NaPELPIII. Las proteínas estilares 120K, 
NaTTS y NaPELPIII fueron retenidas en una matriz de afinidad que contenía a NaTrxh como ligando. 120K fue quien 
presentó mayor afinidad por NaTrxh. Panel superior: Tinción con plata. Paneles inferiores: Inmunodetección con los 
sueros anti-120K, TTS y PELPIII. EC=Extracto crudo, UB= Fracción no unida, L = Lavados, M NaCl= Eluciones 
con gradiente de NaCl. Nótese que las tres proteínas 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 interacción fuerte entre NaTrxh y las proteínas del complejo S-RNasa-
120K-NaTTS-NaPEPLIII, indica que esta tiorredoxina podría formar parte de dicho complejo. 
Además, dada su actividad reductora es posible que, además de la S-RNasa, alguna otra proteína 
del complejo sea blanco de su reducción y que esto provoque modificaciones sobre la estructura 
del complejo. 

Aunque aún se desconoce cuál es la función de este complejo de proteínas estilares, se propone 
que permite el ingreso de todas las proteínas juntas al tubo polínico (Cruz-García et al., 2005). De 
ser así, una vez que han alcanzado el citoplasma del tubo polínico, cada proteína debe desempeñar 
una función particular, para ello sería importante que se disociaran. En este punto, la reducción del 
complejo podría ser crucial para permitir dicha disociación. 

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 proteína esencial en la AI como 120K.   
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4. Hipótesis. 

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

 

5. Objetivos. 

 

5.1 Objetivo general. 

Evaluar la participación de NaTrxh en el rechazo del polen en Nicotiana, así como su posible 
mecanismo bioquímico. 

 

5.2 Objetivos particulares. 

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

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

III. Determinar si los extremos N y C-terminal de NaTrxh están involucrados con la reducción 
de la S-RNasa. 

IV. Determinar cuáles puentes disulfuro son reducidos en la SC10-RNasa por NaTrxh. 
V. Evaluar la interacción entre NaTrxh y la S-RNasa mediante dinámica 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 biológico 

Las plantas utilizadas en el presente estudio fueron Nicotiana alata AI (genotipos SA2SA2, SC10SC10 
and S105S105), 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 AI y N. benthamiana AC (Lee et al., 2009). Todas las plantas se mantuvieron 
en invernadero. 

 

6.2 Generación del gen mutante NaTrxhSS. 

Para generar la mutante en el sitio activo de NaTrxh se utilizó la metodología de mutagénesis sitio 
dirigida descrita por Ho et al. (1989). Mediante dos reacciones de PCR independientes se generan 
dos fragmentos de la secuencia del gen que se sobrelapan. Cada reacción utiliza un oligonucleótido 
que hibrida con uno de los extremos del gen y uno interno que hibrida con el sitio donde se realizará 
la mutación y que además contiene dentro de su secuencia las bases que serán reemplazadas, para 
que los productos incorporen la mutación. Con estas dos primeras reacciones de PCR se generan 
dos amplicones que se sobrelapan cerca del sitio de la mutación de manera que, en la siguiente 
reacción, 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 será amplificado en los siguientes ciclos de la 
reacción de PCR (Figura 11). 

Los oligonucleótidos utilizados para generar NaTrxhSS fueron los siguientes FDNaTrxh (forward) 
5´ CATGCCATGGATGGGATCGTATCTTTCAAG 3´ y R1NaCS (reverse) 5´ 
CTCCATCATTTTACTGGGCCCACTCCA 3´, para amplificar NaTrxh en la región río arriba de 
los nucleótidos que codifican para el sitio reactivo, y F2NaCS (foward) 5´ 
GCGGCTACATGGAGTGGGCCCAGT 3´ y RThypex (reverse) 5´ 
GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3´, para amplificar NaTrxh en la región río 
abajo de los nucleótidos que codifican para el sitio reactivo. Los nucleótidos 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 
oligonucleótidos). El DNA templado fue NaTrxh tipo silvestre clonado en el vector 
pEARLEY103.  
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Figura 11. Mutagénesis sitio dirigida para la generación de NaTrxhSS por medio de PCR. Los oligonucleótidos 
para el PCR 1 y 2 se muestran con flechas azules y verdes, respectivamente. Los oligonucleótidos reverse (azul) y 
forward (verde) de estas dos primeras reacciones contienen las mutaciones. Para el PCR 3 se utilizan los 
oligonucleótidos que amplifican el gen completo el cual ya contiene las mutaciones generadas. 

 

La mezcla de reacción para PCR se realizó de la siguiente manera: 

0.3 µl Oligonucleótido forward (10 µM) 
0.3 µl Oligonucleótido reverse (10 µM) 
5 µl Mix Dream Taq DNA polimerasa (Taq DNA polimerasa, 0.4 mM dNTPs, 4 mM 
MgCl2) 
50 ng DNA templado  
 

Llevar a 10 µl con H2O 
 

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

Tabla 1. Condiciones empleadas para la amplificación por PCR. 

Fase  Temperatura (°C) Tiempo Número de ciclos 
Desnaturalización 
inicial 

95 5 min --- 

Desnaturalización 95 30 s  
Alineamiento 59 30 s 32 
Elongación 72 60 min  
Elongación final 72 5 min --- 

wtNaTrxh 5 ' 

3 ' 

PCR 1 l 
5 ' 

3 ' 
5' _\N_ S_G_ P_S _____________________ : : 

3 ' 

PCR3 l 
5·-====::!:__ ____ --:-:-:=:::-:::-- -------------------------------------------------- 3· 
3 · --------------------------- ~w~s~G~P:;:;s~l-:---C-ic-lo_s_2_➔--d-e-l P_C_R_3-------◄====- 5, 

Ciclo 1 del PCR 3 

NaTrxh55 5 '----------------------------------
3, ____________ w=~s ~G~Pc.:s::c_ ___________________ _ 
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Los productos de las dos reacciones de PCR fueron separados electroforéticamente en un gel de 
agarosa al 2%, se tiñeron 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 mutación. Para esta amplificación se utilizaron los oligonucleótidos 
FDNaTrxh y RThypex. El producto resultado de esta última amplificación 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 reacción: 

10 µl 2X amortiguador de reacción 
1 µl producto de PCR purificado 
1 µl (50 ng/µl) pJET1.2/blut cloning vector 
Llevar a un volumen final de 20 µl con H2O  

 
b) Mezclar y añadir 1 µl de T4 DNA ligasa. 

c) Mezclar con vórtex y centrifugar 5 s. 

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

e) Transformar células químicamente competentes con 2 µl de reacción de ligación (Anexo 2). 

 

Las colonias transformadas se crecieron en 3 ml de medio LB líquido para extraer DNA plasmídico 
(Anexo 3). El plásmido extraído se mandó a secuenciar para verificar las mutaciones. 

 

6.3 Generación de la construcción pK2GWF7:NaTrxhSS para transformación de N. 
plumbaginifolia. 

El gen mutado fue denominado NaTrxhSS, y amplificado nuevamente utilizando los 
oligonucleótidos TRXcacc (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 clonación 
en del vector pENTR (Figura 12. A) de acuerdo con el siguiente protocolo: 

a) Mezclar: 

4 µl producto de PCR 
1 µl solución salina 1:4 
4 µl vector, pENTR 
 

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

Posteriormente, el vector pENTR que contiene a NaTrxhSS fue utilizado como vector de entrada 
para realizar una reacción de recombinación por medio del sistema Gateway con el vector binario 
pK2GW7 (Figura 12. B), el cual incluye el promotor y terminador CAMV 35S. La reacción de 
recombinación por el sistema Gateway se realizó de la siguiente manera: 

a) Mezclar: 

1 µl vector de entrada, pENTR:NaTrxhSS (100 ng/µl) 
1 µl vector destino, pK2GWF7 (200 ng/µl) 
4 µl amortiguador TE pH 8.0 
 

b) Mezclar la LR Clonasa por vórtex 2 s y añadir 1 µl a la mezcla anterior. 

c) Incubar a 25°C durante 16 h. 

d) Añadir 1 µl de proteinasa K (2 µg/µl) 

e) Incubar 37°C durante 10 min. 

f) Transformar células de E. coli TOP10 químicamente competentes. 

Se verificaron las colonias transformantes por medio de análisis de restricción y secuenciación del 
inserto (NaTrxhSS). El plásmido pK2GWF7::NaTrxhSS fue purificado y se utilizó para transformar 
células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Anexo 4). 

 

 
Figura 12. Vectores utilizados para la clonación de NaTrxhSS. A. pENTR fue utilizado como vector de entrada, 
NaTrxhSS se clonó entre los sitios attL1 y attL2. B. pK2GW7 es el vector binario para expresar NaTrxhSS en Nicotiana. 
El gen entra por recombinación homóloga entre los sitios attR1 y attR2, reemplazando al gen ccdB (rojo) y su 
expresión está controlada por el promotor CAMV 35S (amarillo). Este plásmido tiene resistencia a Espectinomicina 
en bacterias y a Kanamicina en plantas (ambas mostradas en rosa). 
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6.4. Transformación de N. plumbaginifolia mediante infección con A. tumefaciens y 
generación de híbridos con N. alata. 

La transformación de N. plumbaginifolia se llevó a cabo con A. tumefaciens que contiene al 
plásmido pK2GWF7::NaTrxhSS, siguiendo la metodología aquí descrita: 

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

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 líquido de infección NAP6-4 + 4 mg/L de 3´,5-Dimethoxy-4´-
hidroxiacetofena (acetosiringona) (Anexo 6) para generar la solución de infección y verter en 1 o 
2 cajas de Petri grandes. 

e) Desinfectar hojas jóvenes en solución de Cloralex al 10 % con unas gotas de Tween 20 por 15 
min en agitación 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 solución de infección por un periodo de 15 min. 

i) Eliminar el exceso de solución de infección de los explantes y pasarlos a frascos con medio 
sólido de infección NAP6 + acetosiringona e incubarlos por 3 días en luz a 25°C. Los explantes 
deben ser colocados con el envés en contacto con el medio. 

j) Pasar los explantes a solución de lavado NAP6-4 + antibióticos (100 mg/L de kanamicina como 
antibiótico de selección y 100 mg/L Cefotaxima, 100 mg/L Vancomicina para eliminar a. 
tumefaciens) agitar por 5 min. Repetir este paso dos veces más. 

k) Eliminar el exceso de líquido de los explantes lavados y pasarlos a medio sólido de selección 
NAP6-4 + antibióticos. Incubar a 25°C con luz constante. 

l) Subcultivar cada 2 semanas en este mismo medio de selección por 6 semanas. 

m) Una vez que se han generado las primeras hojas, pasar las pequeñas plántulas individualizadas 
a medio MS (Anexo 5) para permitir la formación de raíces. 

n) Una vez que las plantas han desarrollado raíz, 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 oligonucleótidos utilizados fueron FWTRXSS (forward) 5´ 
GGAGAGGACTCCGGTATTTTTAC 3´, el cual se alinea a una secuencia dentro del promotor 
35S del vector pK2GWF7, y RThypex (reverse) 5´ 
GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3´ que se alinea a NaTrxh. 

Se obtuvieron 3 líneas transgénicas de N. plumbaginifolia. Una vez que estas llegaron a la etapa 
de floración, se realizaron polinizaciones con polen de N. alata SA2SA2 o SC10SC10, para generar los 
híbridos N. plumbaginifolia::NaTrxhSS x N. alata S0SA2 o S0SC10. También se generaron híbridos 
control N. plumbaginifolia tipo silvestre x N. alata S0SC10. 

La presencia del transgen NaTrxhSS fue verificada en los híbridos mediante PCR utilizando como 
templado DNA genómico y con los oligonucleótidos FWTRXSS y RThypex (descritos 
previamente).  

 

6.5 Evaluación del crecimiento de tubos polínicos mediante su tinción con azul de anilina. 

Se realizaron polinizaciones en los híbridos transgénicos y en los híbridos no transformados 
(control) con polen de N. alata tipo silvestre SA2SA2 o SC10SC10, 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 polinización, colectar los pistilos polinizados y fijarlos en una solución 
de etanol: ácido acético (3:1) durante 1 día. 

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

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

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

g) Sellar con barniz de uñas transparente. 

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

 

6.6 Extracción de RNA total de pistilo de los híbridos N. plumbaginifolia x N. alata. 

Se extrajo el RNA total de pistilo de los híbridos N. plumbaginifolia::NaTrxhSS x N. alata 
utilizando el método que a continuación se describe: 
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a) Pesar 100 mg de tejido fresco y pulverizar en un mortero con pistilo con nitrógeno líquido. Pasar 
la muestra a un tubo de 1.5 ml y añadir inmediatamente 1 ml de Tri Reagent (Sigma). Agitar 
vigorosamente. 

b) Incubar la muestra homogenizada por 5 min a TA. 

c) Añadir 0.2 ml de cloroformo y mezclar por inversión 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. Añadir de 5 a 10 µg de glicógeno 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 añadir 1 ml de etanol al 75%. Agitar con vórtex. 

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

i) Resuspender el pellet 50 µl de H2O DEPC. 

 

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

a) Llevar la muestra a un volumen de 100 µl con amortiguador de reacción (Tris HCl 10 mM pH 
7.6, MgCl2 2.5 mM y CaCl2 0.5 mM). 

b) Añadir 2 unidades de DNasa I 

c) Incubar a 37°C durante 10 min 

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

 

Posterior al tratamiento con DNasaI, el RNA total fue extraído nuevamente de la siguiente manera: 

a) Añadir 100 µl de PCI 50:49:1 (Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamílico) 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. Añadir 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 añadir 0.5 ml de etanol al 75%. Agitar con vórtex. 

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 µl de H2O DEPC. 

 

Se cuantificó el RNA en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), se ajustó la cantidad a 100 ng y se 
observó 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), formaldehído 1.1%, bromuro de etidio 
0.0015 mg/ml]. Se cargó en el gel 1 µl de RNA mezclado con 4 µl 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 Síntesis de cDNA. 

El RNA total extraído se utilizó para la síntesis de cDNA, esto con el objetivo de evaluar la 
expresión del gen mutante NaTrxhSS y de algunos genes estilares esenciales en la AI (S-RNasa, 
120K, NaStEP y HT-B). Para la síntesis se empleó la enzima M-MLVRT (Sigma) con el siguiente 
protocolo: 

a) Mezclar en un volumen final de 10 µl con H2O DEPC: 

1 µM Oligonucleótido DT  
1 mM dNTP´s  
5 µg RNA total  
 

b) Incubar a 70°C durante 10 min.  

c) Colocar en hielo 2 min y añadir: 

2 µl amortiguador 10X  
1 µl M-MLVRT (200U) 
7 µl H2O DEPC 
 

d) Incubar 10 min a temperatura ambiente. 

e) 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 amplificación por PCR de los transcritos 
que se enlistan en la tabla 2 con sus respectivos oligonucleótidos.  
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Tabla 2. Transcritos evaluados en el presente estudio y oligonucleótidos utilizados para su 
amplificación.  

Transcrito Oligonucleótidos  TM 
(Temperatura 
de 
alineamiento) 

Longitud del 
amplicon 
esperado 

tipo 
silvestre 
NaTrxh 

FWWCGPC  
5´GCTACATGGTGTGGGCCCTGC 3´ 
RVNaTWT  
5´CCAACCACTCTCTCTACTTCCTTTCCTTGC 3´ 

72°C 188pb 

NaTrxhSS FWWSGPS  
5´GCTACATGGAGTGGGCCCAGT 3´ 
RVNaTSS 
5´GGACATGAAATTTAGTTCGATAATTACTAGCAGC 
3´ 

63.5°C 279pb 

SC10-
RNasa 

SC10P1 
5´ GACCTAACCACCGCAGAAAC 3´ 
SC10P2 
5´CATCGAGTCGAAACATATGCC 3´ 

60°C 300pb 

SA2-RNasa SA2P1  
5´ AAAGTACCATCGCGACTTCG 3´ 
SA2P2 
5´ TGTGAAGTTATTCATCGTCGG 3´ 

60°C 400pb 

120K FC-120KpACT 
5´CATGCCATGGAGAAGCCTCTAATCATCGTCGGCCA 
3´ 
120KREVERSE 
5´CGCGGATCCGGTCTTTCTAATAATGAAGAGCTCG 
3´ 

65°C 500pb 

NaStEP KpnNaStEP 
5´GTATCAGGTACCATGTTCCTCTTGCTTTCAACTAC 
3´ 
NaStePXhoI 
5´GTACACTCGAGTTATGCATCAGTCTTCTGGAATTTC 
3´ 

57°C 750pb 

HT-B FECOHT-C 
5´ GAATTCATGGCACTTAAGGCAAATGTTCTTATTC 3´ 
R-NOTHT-B 
5´ GCGGCCGCCTAACAACAAACGGTTTGACAGA 3´ 

59°C 300pb 

Ubiq FWUbiq 
5´ GACAAGGTGACGGGTTGACT 3´ 
RvUbiq 
5´ AGATCCAGGACAAGGAGGGT 3’  

59°C 400pb 

 

Los productos de amplificación fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa al 1%, 
teñidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.  
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6.8 Extracción de proteína total de pistilo. 

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

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

b) Añadir 500 µl de buffer de extracción (acetato de sodio 50mM pH 5, NaCl 50mM, β-
mercaptoetanol 1%). 

c) Mezclar perfectamente con vórtex 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 proteínas se utilizó para realizar una electroforesis en un gel SDS-PAGE 
(Anexo 7). Posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF de 0.45 µm 
durante 20 min a 75 mA. Se realizaron 5 membranas, cada una para inmunodetectar a cada proteína 
(HT-B, NaStEP, 120K, SA2-RNasa y SC10-RNasa) de la siguiente manera: 

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

b) Retirar la solución de bloqueo y añadir el anticuerpo primario correspondiente (HT-B 1:2 000, 
NaStEP 1:10,000, 120K 1:10,000, SA2-RNasa 1:10,000 y SC10-RNasa 1:10,000) diluido en 
solución de bloqueo e incubar durante 4 h a TA en agitación.  

c) Retirar la solución 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 SA2-RNasa y Anti-ratón fosfatasa 1:10,000 para SC10-
RNasa) diluido en solución de bloqueo e incubar durante 2 h a TA en agitación.  

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

 

La proteína 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 MgCl2, 
100 mM Tris-HCl pH 9.5) durante 10 min. 

b) Transferir la membrana a una solución de 1% de NBT y 1% de BCIP en amortiguador de 
fosfatasas. Incubar hasta que aparezca una señal púrpura. 

c) Detener la reacción con H2O y 50 mM EDTA pH8.0. 
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6.9 Purificación de la proteína NaTrxh. 

Previamente en el laboratorio se generaron las construcciones para sobreexpresar a la proteína 
NaTrxh fusionada a GST (Glutatión-S-Transferasa) en células de E. coli BL21 (DE3) pLysS. Las 
construcciones contienen distintas versiones del gen NaTrxh (Figura 13. A), y están clonadas 
dentro del vector pGEX 4T-2 (Figura 13. B) el cual permite la expresión de la proteína fusionada 
al extremo C-terminal de GST (Juárez-Díaz, 2005 y Ávila-Castañeda et al., 2014). NaTrxhSS fue 
clonada en el mismo vector para su sobreexpresión. 

 

 

Figura 13. A. Distintas versiones de NaTrxh clonadas para su sobreexpresión. Se indican los aminoácidos que 
constituyen los dominios Nα, Nβ y C-terminal, así como el sitio activo. En cada una de las versiones, se eliminaron 
los nucleótidos que codifican para el dominio que se indica.  B. Esquema del vector pGEX-4T-2 mostrando el sitio de 
clonación múltiple. NaTrxh está clonado dentro de los sitios BamHI y EcoRI señalados, y fusionado a la proteína 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 (Ampr). 

 

El protocolo para sobreexpresar las proteínas de fusión es el siguiente: 

a) Tomar 15 µl 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 agitación de 12 a 15 h. 

b) Inocular 100 ml de medio LB con el precultivo. Incubar a 37°C en agitación hasta llegar a una 
D.O. de 0.5 a 0.7. 

c) Agregar IPTG a los cultivos a una concentración final de 0.1 mM para inducir la expresión. 
Continuar con la incubación de 3 h. 

A. 
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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 µl 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 solución sea un poco transparente (sonicar 
en hielo). 

g) Agregar Tritón X-100 al 20% hasta llegar a una concentración final de 1%. Mezclar suavemente 
durante 30 min en hielo para mejorar la solubilización de la proteína de fusión. 

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

 

La purificación de la proteína se realizó a partir de la fase soluble del sonicado bacteriano por 
cromatografía de afinidad utilizando la resina Glutatión-Agarosa (Sigma) de acuerdo con los los 
siguientes pasos: 

i) Añadir a la fracción soluble del sonicado 0.2 ml de resina Glutatión-Agarosa hidratada por cada 
10 ml de fracción soluble. Incubar durante 1 h a TA con agitación. 

j) Sedimentar la matriz por centrifugación a 1000 rpm durante 5 min. Recuperar el sobrenadante 
por pipeteo (fracción no unida) y tomar una alícuota de 10 µl 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 más. 

l) Para eluir la proteína de fusión añadir 1 ml de buffer de elución (10 mM Glutatión reducido, Tris 
50 mM pH 9.0) por cada ml de volumen cama. 

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

 

La GST presenta afinidad al glutatión oxidado, el cual está unido covalentemente a la matriz de 
agarosa. La elución de la proteína se logra por competencia con glutatión reducido, ya que este 
presenta una mayor afinidad que GST. El eluato contiene a la proteína de fusión, sin embargo, para 
los ensayos posteriores se requiere a la NaTrxh libre de GST, por lo que se trató a la proteína de 
fusión eluida de Glutatión-Agarosa con 25 U de la proteasa trombina (Amersham) resuspendida 
en PBS (1 U/µl) durante 14 h en agitación a TA. La trombina es una proteasa que rompe a la 
cadena polipeptídica 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). 
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Posteriormente, el eluato tratado con trombina fue dializado con amortiguador PBS durante toda 
la noche a 4°C en agitación utilizando membranas de diálisis Spectra/Pro 6-8 kDa.  

Para purificar a NaTrxh de GST, se utilizó la columna HiLoad Superdex 16/600, 200 pg (GE 
Healthcare) de filtración molecular, la cual previamente se equilibró con 5 volúmenes cama de 
PBS.  La proteína se pasó a través de la columna con un flujo de 1 ml/min y se colectaron fracciones 
de 3 ml. 

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

 

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

Se purificó a la SC10-RNasa de acuerdo con el protocolo de Murfett et al., 1994, en el cual se 
utilizan las resinas de intercambio catiónico CM-Sefarosa y SP-Sefarosa de la siguiente manera: 

a) Colectar 1 g de pistilos de N. alata SC10SC10 y pulverizar en un mortero con pistilo con nitrógeno 
líquido.  

b) Pasar el tejido triturado a un tubo que contenga 5 ml de buffer de extracción frío (MES 0.05 M 
pH 6.5, EDTA 0.005 M, Ascorbato de sodio 0.05 M, 1% de Mercaptoetanol). El buffer de 
extracción 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 película de aceite que se forma después de la centrifugación 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 H2O, seguido de 1 
ml de MES 0.5 M pH 6.5 y 5 ml de buffer de extracción para equilibrar. 

i) Lavar la columna con 3 ml de buffer de extracción. 

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

k) Analizar los eluatos en SDS-PAGE. 

l) El eluato que contiene a la SC10-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 SC10-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 H2O, 
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. 

ñ) 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 M y 0.7 M.  

o) Analizar los eluatos en SDS-PAGE. 

El eluato que contiene a la SC10-RNasa fue dializado con amortiguador PBS durante toda la noche 
a 4°C en agitación utilizando membranas de diálisis Spectra/Pro 20 kDa. Posteriormente se aplicó 
a la columna HiLoad Superdex 16/600, 200 pg (GE Healthcare) de filtración molecular. Las 
fracciones fueron analizadas en SDS-PAGE. Algunas contienen a la SC10-RNasa pura y otras a la 
SC10-RNasa en complejo con 120K, NaTTS y NaPELPIII. 

 

6.11 Reducción in vitro de la S-RNasa. 

Se incubaron 6 µg de SC10-RNasa purificada en un volumen final de 30 µl de Tris HCl 50 mM pH 
7.9 durante 3 h bajo las siguientes condiciones (Juárez-Díaz et al., 2006): 

• Sin agentes reductores 
• DTT 10 mM 
• 3 µg de Trx [NaTrxh completa, NaTrxhSS, NaTrxh∆Nαβ, NaTrxh∆Nα, NaTrxh∆COO, 

NrTrxh o Trx de E. coli (Sigma)] + 2 µg de Tiorredoxina reductasa recombinante de E. 
coli (Sigma) + 0.125 µmol NADPH (Sigma). 

• 2 µg de Tiorredoxina reductasa recombinante de E. coli + 0.125 µmol NADPH (control sin 
NaTrxh, se utiliza para el cálculo de la actividad de la S-RNasa). 

Para el ensayo de competencia entre NaTrxh y NaTrxhSS se pre incubaron 3.8 µg de SC10-RNasa 
purificada (equivalente a 150 µM) con 1, 2, 3 y 4 µg de NaTrxhSS (20, 40, 60 y 80 µM, 
respectivamente) en Tris HCl 50 mM pH 7.9 durante 1 h previo a la reducción con 4 µg de NaTrxh 
(equivalente a 80 µM). Asimismo, se realizó el ensayo de competencia de manera invertida pre 
incubando 3.8 µg de SC10-RNasa purificada y 4 µg de NaTrxhSS durante 1 h previo a la reducción 
con 1, 2, 3 y 4 µg de NaTrxh. 

 

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

Preparación del RNA sustrato: 
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a) Disolver 2.5 g de RNA Torula Yeast (SIGMA) en 10 ml de H2O desionizada con adición por 
goteo de NH4OH (aproximadamente 1 ml permite la disolución del RNA). 

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

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

d) Lentamente añadir de 10-20 ml de LiCl 8 M frío hasta que se forme un precipitado.   

e) Centrifugar 10 min a 2,500 rpm a 4°C. Resuspender en 10 ml de H20 desionizada. 

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

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

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

i) Decantar y resuspender en 10 ml de H20 desionizada. Repetir una vez más la precipitación. 

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 empleó para los ensayos de actividad de ribonucleasa en donde se cuantifica 
RNA degradado después de ser incubado con la S-RNasa. La cuantificación se lleva a cabo a 260 
nm; por lo tanto, a mayor actividad debe haber mayor absorbancia. 

El ensayo de actividad se realizó como sigue: 

a) Enfriar tubos de 1.5 ml 5 min en hielo. 

b) Añadir a cada tubo 200 µl de amortiguador de actividad frío (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) Añadir 6 µg de RNasa bajo las diferentes condiciones de reducción (se utilizaron 3.8 µg de 
RNasa en el caso de los ensayos con competencia entre NaTrxh y NaTrxhSS), además de añadir un 
control sin RNasa. Agitar con vórtex e incubar inmediatamente a 37°C durante 30 min (20 min en 
los ensayos de competencia). 

d) Añadir a cada tubo 40 µl de solución de término de reacción (25% v/v ácido perclórico y 0.75% 
w/v uranilacetato). Agitar con vórtex y dejar precipitando en hielo al menos 15 min. 

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

Actividad = A260/ml*min*mg 

 

6.13 Electroforesis en doble dimensión para la reducción 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 dimensión donde la primera separación fue una electroforesis 
nativa y la segunda desnaturalizante (Figura 14).  

La primera dimensión nativa se realizó de la siguiente manera: 

Preparación 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 µl de PSA 20%  
5 µl de Temed 
 
Mezclar todo y vaciar rápidamente 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. 

Preparación gel concentrador: 

0.72 ml de Agua  
1 ml de Amortiguador para el gel concentrador (Acetato de potasio 0.125M pH 4.7)   
265 µl de Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)  
10 µl de PSA 20%  
2 µl de Temed 
 
Mezclar todo y vaciar rápidamente sobre el gel separador.  

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

Después de la primera dimensión se recortó todo el carril y se incubó en buffer de carga para SDS-
PAGE (Tris∙HCl 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 agitación. Posteriormente se colocó sobre el gel un gel preparado en 
condiciones desnaturalizantes (Anexo 7) y se realizó la electroforesis durante 1.5 h a 120 V.  

 

 

 

Figura 14. Representación esquemática de la electroforesis en dos dimensiones utilizada para evaluar proteínas en 
complejo. Las proteínas son separadas en una electroforesis nativa seguida de una electroforesis desnaturalizante. Si 
las proteínas están en complejo, migrarán juntas en la primera dimensión, pero se separarán por su masa en la segunda 
dimensión (barras azules y anaranjadas). Si las proteínas no están en complejo migrarán en la misma posición en 
ambas dimensiones (barras rosas y verdes). 

 

 

 

Se sometieron a este sistema las siguientes condiciones: 

• 50 µg del complejo incubado durante 3 h con 3 µg de NaTrxh (Para ver sólo interacción 
entre NaTrxh y los complejos). 

• 50 µg del complejo incubado durante 3 h con 3 µg de NaTrxh, 2 µg de NTR y 0.125 µmol 
de NADPH (Para ver reducción de los complejos por NaTrxh). 

• 50 µg del complejo incubado durante 3 h con 0.01 M de DTT (Para ver reducción de los 
complejos con DTT). 

 

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

Se realizó la identificación de Cys reducidas en la SC10-RNasa purificada sometida a tres diferentes 
tratamientos: 

• 20 µg de SC10-RNasa sin agente reductor. 
• 20 µg de SC10-RNasa reducida con 3 µg de NaTrxh, 2 µg de NTR y 0.125 µmol de NADPH, 

durante 3 h a 37°C. 

1º Nativa + 

I• 1111 --
2° SDS - 111 

1111 

== - .. = 
+ 
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• 20 µg de SC10-RNasa reducida con 0.1 M de [Tris(2-carboxyethyl) phosphine 
hydrochloride] (TCEP) durante 1 h a 37°C. 

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

 

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

NaTrxh fue descrita para N. alata (Juárez-Díaz et al., 2006), sin embargo, la proteína está presente 
en otras especies del genero Nicotiana. En N. rastroensis, quien también es una especie AI, la 
proteína NrTrxh carece de 10 aminoácidos del dominio C-terminal, pero el resto de la proteína es 
exactamente idéntica a NaTrxh (Torres-Rodríguez, 2016). Dado que el dominio C-terminal 
presenta una gran afinidad por la S-RNasa (Ávila-Castañeda et al., 2014), NrTrxh se utilizó para 
evaluar si la falta de 10 aminoácidos en este dominio afecta la interacción entre ambas proteínas. 

Para ello, se generó una columna de afinidad con GST-NrTrxh como ligando y una con sólo 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 (“Purificación de la proteína 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 H2O desionizada fría. 

b) Mezclar la resina con 27 mg de GST o GST-NrTrxh diluidos en 3 ml de PBS. 

c) Incubar con rotación continua a 4°C durante 12 h. 

d) Lavar la columna con 10 ml de PBS. 

e) Lavar la columna con 2 ml de solución 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 incubándola 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 proteína cuando se mide la absorbancia a 260 nm. 

 

6.16 Cromatografía de afinidad para ver interacción proteína-proteína. 

Para evaluar la interacción entre NrTrxh y la S-RNasa se utilizó el buffer Tris 50 mM pH 7.9 para 
extraer proteína total de pistilo de N. alata SC10SC10. El extracto de proteínas se utilizó en las 
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cromatografías 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 extracción (Tris 50 mM pH 7.9). 

b) Pasar 1 mg de extracto total de proteína disuelto en 1 ml de buffer de extracción.  

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

d) Realizar una elución con 1 ml 1 % de Tween 20 disuelto en amortiguador de extracción. 

e) Realizar una elución con 1 ml de NaCl 0.1 M disuelto en amortiguador de extracción. 

f) Realizar una elución con 1 ml de NaCl 0.2 M disuelto en amortiguador de extracción. 

g) Eluir las proteínas 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 SC10-RNasa se 
inmunodetectó con anticuerpos específicos. 

 

6.17 Purificación de NaTrxh para su cristalización. 

Para la purificación en gran escala de NaTrxh para su cristalización se utilizó el procedimiento 
descrito en el apartado 6.9 (“Purificación de la proteína NaTrxh”), con las diferencias que se 
enlistan a continuación: 

• La sobreexpresión se realizó en 1 L de cultivo (divididos en 4 matraces de 2 L con 250 ml 
de medio en cada uno). 

• Después de centrifugar las células se resuspendieron en 60 ml de PBS (paso f).  
• Se utilizaron 4 ml de resina glutatión-agarosa hidratada.  
• La purificación de GST-NaTrxh se realizó 3 veces utilizando la misma resina de glutatión 

agarosa (3 repeticiones de los pasos i -m). 

Después de la obtención de la proteína de fusión, la proteína se cambió a PBS utilizando tubos 
Amicon Ultra 4 10K (Millipore) y centrifugando a 6000 g a 4°C. Además, se concentró la proteína 
hasta tener un volumen de 5 ml. 

Posteriormente, se realizó la proteólisis con 100 U de trombina (Amersham) resuspendida en PBS 
(1 U/µl) y se incubó durante 14 h en agitación a TA. Para purificar a NaTrxh de GST, se utilizó la 
columna HiLoad Superdex 16/600, 200 pg (GE Healthcare) de filtración molecular, previamente 
se equilibrada con 5 volúmenes cama de PBS.  La proteína se pasó a través de la columna con un 
flujo de 1 ml/min y se colectaron fracciones de 3 ml.  

Las fracciones obtenidas de la cromatografía de exclusión molecular se analizaron mediante SDS-
PAGE y aquellas que contenían 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 concentración de 12 µg/µl. 

 

6.18 Pruebas de cristalización para NaTrxh. 

La determinación de la estructura tridimensional de NaTrxh se realizó mediante cristalografía de 
rayos X, por ello fue necesario generar cristales de esta proteína. Un cristal es un arreglo 
tridimensional y periódico que se forma debido a la precipitación de las moléculas en solución 
hasta quedar en su estado de menor energía libre, lo cual ocurre únicamente en ciertas condiciones 
favorables específicas para cada molécula. Existen kits que contienen distintas condiciones que 
permiten evaluar en cuál de ellas es posible la formación de cristales de la proteína de interés (Ilari 
y Savino, 2008).  

Asimismo, existen varias técnicas para la cristalización de proteínas. En el presente trabajo se 
utilizó la técnica de difusión de vapor en la cual la proteína en altas concentraciones se mezcla con 
el mismo volumen de condición de cristalización (por ejemplo, 2 µl de proteína + 2 µl de 
condición, denominada gota 2 + 2), aparte se coloca un volumen determinado de la condición en 
un pozo grande adyacente el cual se denomina reservorio (Figura 15). La solución que se encuentra 
en el pozo posee una elevada concentración de precipitante, por tanto, tiene una presión de vapor 
inferior a la de la solución proteica. El agua de la gota se evapora sobre la solución del pozo, con 
ello la concentración proteica y de los demás componentes de la condición de la gota aumentan, 
permitiendo la formación de cristales. 

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

 

 

Figura 15. Método de cristalización de proteínas por difusión de vapor. En gota colgante (izquierda) la proteína 
se mezcla con el mismo volumen de la condición de cristalización y se coloca en un cubreobjetos con el que se cubre 
al pozo donde se encuentra la solución reservorio. En gota apoyada (derecha), la proteína mezclada con el mismo 
volumen de la condición de cristalización se coloca en un pequeño pozo adyacente al pozo que contiene a la solución 
reservorio. En ambos casos el agua se evapora de la gota permitiendo que aumente la concentración de la proteína y 
se formen los cristales. 

Proteína + Condición 
de cristalización 

GOTA COLGANTE GOTA APOYADA 

" Proteína + Condición 
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Las pruebas de cristalización de NaTrxh se realizaron inmediatamente después de concentrar la 
proteína para evitar que esta permaneciera mucho tiempo en altas concentraciones y pudiera 
formar agregados. Se realizó un screening inicial utilizando el kit de cristalización JBScreen 
Wizard 3 (Jena Biosciences). Se probaron las 48 condiciones del kit en el método de difusión de 
vapor en gota apoyada utilizando gotas 2 + 2 y 40 µl de reservorio; adicionalmente, se probaron 7 
condiciones en gota colgante con gotas 3 + 3 y 500 µl de reservorio, estas condiciones se eligieron 
por ser similares a las que se utilizaron para la cristalización de la tiorredoxina HvTrx2 de Hordeum 
vulgare (Anexo 8) (Maeda et al., 2006). Las pruebas se incubaron a 18°C y se monitoreó la 
formación de cristales cada semana. 

Los primeros cristales de NaTrxh se observaron en la condición # 4 (20% de PEG 3,350, 200 mM 
de Formato de amonio) después de 60 días de incubación. Esta se utilizó 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 difusión de vapor en gota apoyada utilizando por pozo 
40 µl de aditivo al 10% en la condición de cristalización. Se realizaron gotas 2 + 2 con NaTrxh a 
10, 12 y 15 µg/µl, se incubaron a 18°C y se monitoreó la aparición de cristales cada semana. Los 
cristales generados se mantuvieron a esta temperatura hasta su difracción.  

 

6.19 Difracción de cristales de NaTrxh y resolución de su estructura tridimensional. 

La cristalografía de rayos X es una técnica que nos permite conocer la estructura tridimensional 
de las proteínas a un nivel de resolución atómico. A una resolución baja (8 a 3.5 Å), solo es posible 
observar los elementos de estructura secundaria que están presentes en la molécula; a una 
resolución media (3.5 a 2.5 Å), se pueden identificar las cadenas laterales de los aminoácidos de 
la cadena polipeptídica; mientras que a una resolución alta (2.5 a 1 Å), los átomos individuales 
pueden localizarse y se puede identificar su ordenamiento respecto al solvente (Parker, 2003).  

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

Los cristales de proteína se irradian con un haz de rayos X; la difracción de estos al chocar con los 
electrones de los átomos contenidos en el cristal da lugar a un patrón de difracción. La intensidad 
y coordenadas de las difracciones se utilizan para generar un mapa de densidad electrónica, el cual 
posteriormente será interpretado en término de átomos y moléculas individuales. Técnicas como 
el reemplazo molecular nos permiten resolver una estructura a partir de su mapa de densidad 
electrónica 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 difracción de los cristales de NaTrxh se realizó con un cristal que se obtuvo 
en ausencia de aditivos utilizando el ánodo rotatorio Rigaku MicroMax 007HF con detector 
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Dectris Pilatus 3R 200K en el Laboratorio Nacional de Estructura de Macromoléculas, Instituto 
de Química, UNAM con ayuda de la Dra. Adela Rodríguez Romero. Este cristal se difractó a una 
temperatura de -173 grados centrígrados utilizando como crioprotector la solución de 
cristalización, a la cual se le adicionó glicerol al 20%. 

Los cristales que se formaron en las condiciones con aditivos fueron crioprotegidos utilizando la 
solución de cristalización más glicerol al 20%. Posteriormente los cristales se almacenaron en 
nitrógeno líquido 5 días antes de la difracción. La difracción se realizó en la línea 19ID del 
Advanced Photon Source del Argonne National Laboratory (Illinois, USA).  

La determinación del grupo espacial, el indexado, la integración, el ordenamiento y escalado de 
los datos se realizó 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 posición de algunos átomos y se realiza con la 
finalidad de producir el modelo que mejor concuerde con el patrón de difracción (Parker, 2003). 
Los afinamientos de la estructura de NaTrxh se realizaron con los protocolos estándar de Phenix 
(Adams et al., 2011) y se visualizaron en Coot (Emsley et al., 2010). 

Estos experimentos se realización en colaboración con la Dra. Lilian González Segura del 
Departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM, quien realizó la colecta de los datos, 
la determinación y el afinamiento de la estructura. 

 

6.20 Modelo de la interacción entre la SF11-RNasa y NaTrxh. 

Los segmentos no observados en el cristal de proteína de NaTrxh se predijeron utilizando un 
modelo publicado previamente de esta proteína (Ávila-Castañeda et al., 2014) y simulaciones de 
Dinámica 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 
explícito con electrostática PME y tratamiento PME-like de fuerzas Van de Walls. Las 
simulaciones MD se realizaron utilizando presión constante (~ 1 atm) y 298K.  

Se obtuvieron varias conformaciones posibles para el complejo inicial entre NaTrxh (PDB: 6X0B) 
y la SF11-RNasa (PDB: 1IOO, Ida et al., 2001) con el módulo 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 Å. 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 incrementó a 373 K durante 3 ns y se redujo gradualmente 
a 298 K en ciclos de 15 ns. Se introdujo una ligera fuerza de tracción en algunas simulaciones MD 
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para acelerar la formación del complejo. Se utilizaron las herramientas de análisis estándar de 
GOMACS y VMD (Humphrey et al., 1996) para analizar las trayectorias. 

Estos experimentos se realizaron en colaboración con el Dr. Rogelio Rodríguez Sotres del 
Departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM, quien realizó las simulaciones de 
dinámica molecular.  

 

6.21 Modelo del complejo SF11-RNasa-dinucleótido. 

 
Se realizó un modelo in silico de un dinucleótido 5 'OH-CC-3'OH y se acopló repetidamente en la 
SF11-RNasa (PDB: 1IOO) utilizando AUTODOCK vina (Trott y Olson, 2010) para dar más de 250 
pocisiones. La caja se restringió a ± 10 Å (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 
catalítico de las RNasas, basándose en la conformación de los aminoácidos catalíticos reportada 
en la estructura tridimensional de la RNasa LE de Solanum lycopersicum (PDB: 1DIX), además 
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 
MC1 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 
tenía las características esperadas del sustrato enzimático para este tipo de enzimas se simuló con 
el puente disulfuro C153-C186 oxidado y reducido (in silico). 
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7. Resultados y discusión 

 

7.1 NaTrxh es un gen modificador de AI de Nicotiana. 

Diversas evidencias indicaban la participación de NaTrxh en el rechazo del polen en Nicotiana, 
por ejemplo, la elevada expresión de esta proteína en pistilos de especies AI y su interacción con 
la determinante femenina, la S-RNasa (Juárez-Díaz et al., 2006 y McClure et al., 2011). Para 
probar la participación de un gen en cualquier mecanismo biológico una opción es generar plantas 
transgénicas donde se suprime su expresión. El caso de NaTrxh causó dificultades para su 
supresión debido a que la proteína es expresada en varios órganos de la planta (Juárez-Díaz et al., 
2006) pero se desconoce si lleva a cabo alguna función en un sitio diferente a los órganos 
reproductivos; además de que no se cuenta con un promotor bien caracterizado que dirija la 
expresión en pistilo desde etapas tempranas de su desarrollo, que es cuando NaTrxh se expresa 
mayoritariamente (Juárez-Díaz et al., 2006). 

 

7.1.1 Generación de los híbridos 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 clonó 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 específico de etapas tardías del 
desarrollo de pistilo, aunque no está 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 silenció a NaTrxh en hoja, sitio en el cual la proteína podría tener alguna función 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 función sea esencial en hoja.   

Por ello, se utilizó una estrategia alternativa para evaluar la participación de NaTrxh en el rechazo 
del polen, la cual consistió en la expresión de una mutante de NaTrxh que carece de actividad 
reductora. El gen mutante, denominado NaTrxhSS, presenta tres mutaciones puntuales que dan 
como resultado la sustitución de las dos Cys del sitio reactivo de NaTrxh por Ser (W61C62G63P64C65 
à W61S62G63P64S65) (Figura 16).  

Ya se han realizado mutantes de otras Trxs donde una o las dos Cys del sitio reactivo se mutan por 
Ser. La sustitución por este aminoácido es porque contiene un grupo hidroxilo en su cadena lateral 
a diferencia del grupo tiol de la Cys, y el cual permite la reducción de la proteína blanco. La 
presencia de Ser en lugar de Cys en el sitio reactivo de las Trxs no afecta la estructura de la proteína 
o su comportamiento en solución, por lo que es una buena elección cuando se requiere afectar sólo 
la actividad de una o las dos Cys de su sitio reactivo (Dyson et al., 1994).    
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NaTrxhSS se clonó en el vector binario pK2GWS7 para que su expresión fuera dirigida por el 
promotor CAMV 35S. Con esta construcción se transformaron fragmentos de hojas de N. 
plumbaginifolia, los cuales después se colocaron en medio con hormonas para inducir la formación 
de callo y posteriormente su diferenciación 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 regulación negativa debido a que no se ha podido detectar a la proteína 
(Juárez-Díaz et al., 2006; McClure et al., 2011 y Torres-Rodríguez, 2016). 

 

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

 

Se obtuvieron tres líneas transgénicas estables independientes de N. plumbaginifolia::NaTrxhSS. N. 
plumbaginifolia S0S0 (alelos S0 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 híbridos con una especie 
AI como N. alata. Para ello, una vez que las tres líneas transgénicas de N. 
plumbaginifolia::NaTrxhSS llegaron a la etapa de floración, se polinizaron con polen de N. alata 
de genotipo SA2SA2 o SC10SC10. De estas cruzas se obtuvieron 14 híbridos transgénicos N. 
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plumbaginifolia X N. alata (S0SA2) o N. plumbaginifolia X N. alata (S0SC10), los cuales se 
denominaron como híbridos SA2 o SC10, respectivamente). El alelo S0 en los híbridos transgénicos 
se refiere a que N. plumbaginifolia no posee ningún gen para la S-RNasa, por lo que los híbridos 
solo presentan el alelo proveniente de N. alata.  

La presencia del transgen NaTrxhSS y el haplotipo de S-RNasa correspondiente, fueron verificados 
por PCR en cada uno de los híbridos transgénicos, utilizando DNA genómico como molde. Se 
utilizaron oligonucleótidos específicos para cada haplotipo de S-RNasa; mientras que para 
NaTrxhSS se utilizó un par de oligonucleótidos donde el forward es específico para una secuencia 
del promotor 35S y el reverse es específico para una secuencia de NaTrxh, esto para asegurar que 
la amplificación es del transgen y no del gen tipo silvestre. 

Se realizaron reacciones de PCR utilizando dos pares de oligonucleótidos (para la S-RNasa y para 
NaTrxhSS). Para el caso de los híbridos SA2 se amplificaron 400 pb de la S-RNasa y 630 pb de 
NaTrxhSS; mientras que para los híbridos SC10 se amplificaron 300 pb de S-RNasa y 430 pb de 
NaTrxhSS (Figura 17). Adicionalmente, se generaron dos híbridos no transgénicos de genotipo 
S0SC10, los cuales sirvieron como control. 

 

 
Figura 17. Amplificación de NaTrxhSS y la S-RNasa en DNA genómico de los híbridos transgénicos. Se utilizó 
DNA de N. plumbaginifolia::NaTrxhSS como control positivo para la amplificación de NaTrxhSS y DNA de N. alata 
SA2SA2 o SC10SC10 como control positivo para la amplificación de las S-RNasas. A. Híbridos transgénicos S0SA2 B. 
Híbridos transgénicos S0SC10 e híbridos no transformados S0SC10. 

 

A. 

pb 

600 

500 

400 

B. 

pb 

400 

300 

200 

1 2 

Híbridos no 
t ransformados 

Sc10 

2 

3 

Híbridos transgénicos SA2 

4 s 6 

Híbridos transgénicos Sc1o 

3 4 5 6 

7 8 

7 

9 

+-- NaTrxh55 

+-- NaTrxh55 

+-- Sc10-RNasa 



 
59 

 

Una vez que los híbridos llegaron a la etapa de floración, se evaluó la expresión de NaTrxh tipo 
silvestre y NaTrxhSS en pistilos mediante RT-PCR con oligonucleótidos específicos que reconocen 
los sitios donde se encuentran las mutaciones puntuales. Antes de realizar el análisis de expresión 
y para asegurar que la amplificación es específica de cada par de oligonucleótidos con la versión 
del gen correspondiente, se realizaron PCRs utilizando distintas Tm´s y tomando como DNA 
molde los plásmidos con el cDNA de la versión tipo silvestre o mutante de NaTrxh.  

Como se muestra en la figura 18, los oligonucleótidos para NaTrxhSS son específicos para esta 
versión del gen a una Tm de 63°C, ya que a esta temperatura ya no hubo amplificación del gen tipo 
silvestre, mientras que los oligonucleótidos diseñados para NaTrxh tipo silvestre, son específicos 
para esta versión hasta los 72°C. 

 

 

Figura 18. Establecimiento de las condiciones de PCR (temperatura de alineamiento óptima) para la 
amplificación específica de NaTrxh tipo silvestre o NaTrxhSS. Los oligonucleótidos fueron probados a diferentes 
Tm´s en reacciones donde se utilizó como DNA molde el plásmido que contenía el gen tipo silvestre, (188 pb) o el 
mutante (ss, 279 pb). Los oligonucleótidos para NaTrxhSS son específicos 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 evaluó la expresión de ambas versiones del gen en pistilo de los híbridos 
transgénicos. La figura 19 muestra que todos los híbridos transgénicos expresan tanto a la versión 
tipo silvestre de NaTrxh como a la mutante NaTrxhSS, a diferencia de los híbridos no transformados 
los cuales solo expresan a NaTrxh tipo silvestre. Sin embargo, a pesar de que la expresión del 
transgen NaTrxhSS está dirigida por el promotor constitutivo CAMV 35S el cual es un promotor 
fuerte en dicotiledoneas, los niveles del transcrito de NaTrxhSS en los híbridos transgénicos son 
menores a los observados para el gen silvestre. Lo anterior concuerda con reporte previo que 
mostró que en pistilos de N. plumbaginifolia la expresión de un gen dirigido por el promotor CAMV 
35S es menor a la de promotores específicos 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 evaluó la expresión de la S-RNasa y los GM 
estilares (Figura 19) para asegurar que el fenotipo de rechazo o aceptación del polen que se llegue 
a observar se deba a la expresión de NaTrxhSS, y no a que algún otro elemento esencial en la vía 
hubiera sido afectado. Como puede observarse, la presencia de NaTrxhSS no afectó la expresión de 
los transcritos de los genes evaluados en 14 distintos individuos transgénicos. A pesar de este 
resultado, fue necesario evaluar la presencia de las proteínas ya que si alguna de ellas no se 
produce, las plantas son compatibles y esto podría afectar nuestras conclusiones respecto a 
NaTrxh. La figura 20 muestra la detección de todas las proteínas en 6 hibridos transgénicos. Por 
lo anterior, podemos atribuir el fenotipo de estas plantas únicamente a la expresión del gen mutante 
NaTrxhSS.  

 

Figura 19. Expresión de NaTrxh, NaTrxhSS, la S-RNasa y los genes modificadores estilares S-RNasa, HT-B, 
120K y NaStEP en pistilos de los híbridos transgénicos SA2 y SC10. Se evaluaron 9 híbridos transgénicos SA2 
(enumerados de 1 a 9) y 5 SC10 (enumerados de 3 a 7). Como se observa, todos los genes evaluados se expresan en los 
híbridos transgénicos. De igual manera hay expresión en dos híbridos no transformados (HNT SC10 1 y 2), en donde 
el único que no se expresa es NaTrxhSS. Ubiquitina (UBQ) fue utilizado como control.  
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Figura 20. Inmunodetección de las proteínas estilares S-RNasa, HT-B, 120K y NaStEP, esenciales para el 
rechazo del polen en híbridos transgénicos que expresan NaTrxhSS. Se utilizaron anticuerpos específicos contra 
las proteínas indicadas del lado izquierdo. Tanto los híbridos no transformados (HNT, plantas 1 y 2) como los híbridos 
que expresan NaTrxhSS (N. plumb::NaTrxhSS x N. alata SC10SC10 (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 proteínas totales 
teñidas con azul de Coomassie. 

 

 

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

La participación NaTrxh en el mecanismo de AI se evaluó a través de cruzas en los híbridos 
transgénicos que expresan NaTrxhSS. Se realizaron polinizaciones con polen proveniente de N. 
alata SA2SA2 o SC10SC10. Los pistilos polinizados se colectaron después de 72 horas, para este 
tiempo los tubos polínicos que no son rechazados ya han llegado a la base del estilo. Los depósitos 
de calosa que representan el crecimiento de los tubos polínicos se visualizaron ya que se pueden 
teñir con azul de anilina para ser observados en un microscopio de fluorescencia.  
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Figura 21. La expresión de NaTrxhSS revierte el rechazo del polen en Nicotiana. Se observó el crecimiento de los 
tubos polínicos en la base del estilo como se indica en A. B. El híbrido sin transformar SC10 muestra un rechazo del 
polen alelo S-específico (i vs ii), pero los híbridos transgénicos SC10 que expresan a NaTrxhSS, permiten el crecimiento 
de tubos polínicos hasta la base del estilo en ambas cruzas (iii-vi). El mismo comportamiento es observado en los 
híbridos transgénicos SA2 quienes aceptan el polen compatible e incompatible (vii-x). Los tubos polínicos se señalan 
con flechas blancas. EP: Epidermis. 
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La figura 21 muestra que los híbridos no transformados (control) rechazan el polen de una manera 
alelo S-específica, ya que no se observan tubos polínicos creciendo hasta la base del estilo cuando 
la cruza es AI (Híbrido no transformado SC10 X N. alata SC10S0), pero sí los hay cuando la cruza es 
AC (Híbrido no transformado SC10 X N. alata SA2S0). Por el contrario, cuando los híbridos expresan 
NaTrxhSS, aceptan el polen en ambas cruzas lo cual significa que el mecanismo de rechazo del 
polen está afectado en estos individuos debido a la presencia de NaTrxhSS (Cruzas AC: Híbrido 
transgénico SC10 X N. alata SA2SA2 e Híbrido transgénico SA2 X N. alata SC10SC10; Cruzas AI: 
Híbrido transgénico SC10 X N. alata SC10SC10 e Híbrido transgénico SA2 X N. alata SA2SA2). 

Cabe recordar que los híbridos transgénicos también expresan a NaTrxh tipo silvestre proveniente 
de N. alata, por lo que el fenotipo esperado para el rechazo del polen debería ser intermedio. Por 
ello, se realizaron polinizaciones con aproximadamente 200 granos de polen para observar si había 
diferencias en el número de tubos polínicos que llegaron a la base del estilo en las diferentes cruzas. 
 
Primero se realizaron polinizaciones en el control sin transformar y se observó que el rechazo del 
polen ocurre temprano después de la polinización y se da entre el estigma y el estilo, ya que en la 
cruza AI sí se observa germinación de granos de polen sobre el estigma, aunque los tubos polínicos 
no penetran el estilo (Figura 22; Cruza AI: Híbrido tipo silvestre S0SC10 x N. alata SC10SC10).  
 
En los híbridos transgénicos que expresan NaTrxhSS, la cruza AI (Híbrido transgénico S0SA2 x N. 
alata SA2) muestra aproximadamente la mitad de tubos polínicos creciendo a lo largo del estilo 
respecto a la cruza AC (Híbrido transgénico S0SA2 x N. alata SC10SC10), además, si se hace un 
acercamiento en la zona de la base del estilo, se aprecia que el número de tubos polínicos que 
llegan a este sitio es aún menor de los que se observan a la mitad del estilo (Figura 23). Lo anterior 
confirma que los híbridos que expresan NaTrxhSS aceptan su propio polen pero hay algunos tubos 
polínicos que sí son rechazados por el pistilo, es decir, no hay una pérdida completa de la AI y esto 
podría deberse a la presencia de NaTrxh tipo silvestre.  
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Figura 22. El rechazo del polen en los híbridos N. plumbaginifolia x N. alata ocurre entre el estigma y el estilo.  
Pistilos de híbridos N. plumbaginifolia tipo silbvestre x N. alata SC10SC10, fueron polinizados con aproximadamente 
200 granos de polen SA2 (cruza AC, columna izquierda) o SC10 (cruza AI, columna derecha). Después de 72 horas de 
la polinización, se colectaron los pistilos, los tubos polínicos se tiñeron con azul de anilina y se observaron bajo el 
microscopio de fluorescencia. Las fotografías 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 polínicos logran penetrar al estilo 
únicamente en la cruza AC. Las flechas señalan los tubos polínicos (TP), Ep: epidermis. 
 
 
Un fenotipo intermedio similar se reportó en plantas transgénicas de Brassica napus donde se 
suprime la expresión de las tiorredoxinas THL1 y THL2 a través de un RNA antisentido, con el 
cual se logró disminuir considerablemente los niveles de mRNA sin suprimir por completo su 
expresión. En ese estudio, las plantas que tienen bajos niveles de expresión de THL1 y THL2, 
aceptan algunos tubos polínicos propios y llegan a tener una producción de semillas reducida; con 
ello se demuestra la participación de estas Trx en el rechazo del polen de Brassica (Haffani et al., 
2004).  
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Figura 23. Los híbridos que expresan NaTrxhSS pierden parcialmente la capacidad de rechazar su propio polen. 
Pistilos de híbridos transgènicos SA2, fueron polinizados con aproximadamente 200 granos de polen SC10 (cruza AC) 
o SA2 (cruza AI). Después de 72 horas de la polinización, se colectaron los pistilos, los tubos polínicos se tiñeron con 
azul de anilina y se observaron bajo el microscopio de fluorescencia. Se tomaron fotografías a lo largo de todo el 
pistilo. Como se puede observar, todos los tubos polínicos que germinan en el estigma crecen a lo largo del estilo en 
la cruza AC, pero aproximadamente la mitad de tubos polínicos logran penetrar al estilo en la cruza AI, en donde 
además se observa una menor cantidad de tubos polínicos alcanzando la base del estilo. Las flechas señalan los tubos 
polínicos (TP). 
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Aunque no existe un fenotipo completo de rechazo del polen en los híbridos que expresan 
NaTrxhSS, nuestros resultados sí dan evidencia de la participación de esta proteína en el mecanismo 
de AI, aunque aún falta dar una explicación bioquímica de cuáles son sus funciones. Evidencias 
previas sugieren que su papel está en la regulación de la actividad de la S-RNasa ya que ésta se ha 
identificado como blanco de NaTrxh (Juárez-Díaz et al., 2006).  
 
 

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

En las flores, la polinización 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 interespecíficas, 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 estigmática e 
impiden su hidratación, con ello, nunca hay germinación ni crecimiento de los tubos polínicos 
(Fiebig et al., 2004). Sin embargo, entre especies que son muy cercanas y que incluso pertenecen 
a la misma familia, el tubo polínico sí comienza su crecimiento, en algunos casos hay rechazo en 
algún punto en el estilo, pero en otras ocasiones las barreras interespecíficas están afectadas y no 
hay rechazo. Como consecuencia se tiene la generación de híbridos no fértiles (Bedinger et al., 
2017). 

La familia Solanaceae presenta varios mecanismos de rechazo del polen interespecífico (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 AI (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 AI, tal como se obtuvieron los híbridos 
en el presente estudio. Sin embargo, la cruza recíproca no es posible (el polen de N. 
plumbaginifolia AC es rechazado en el pistilo de N. alata AI) (Lewis, 1958). 

Las barraras interespecíficas de rechazo del polen han sido poco estudiadas en Solanáceas, 
específicamente en el género Nicotiana se cuenta con alguna información relevante. Se sabe que, 
en N. plumbaginifolia AC, la S-RNasa está involucrada con el rechazo del polen de N. tabacum 
AC (McClure et al., 2000). Por otro lado, además de la S-RNasa, algunos GMs de AI como HT-B 
y NaStEP también participan en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia (Hancock et al, 2005; 
Jiménez-Durán et al, 2012). 

Por lo anterior, se evaluó la participación de NaTrxh en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia 
y de N. tabacum a través de polinizaciones. Como puede observarse en la figura 24. A, los híbridos 
no transformados rechazan el polen de N. plumbaginifolia (debido a que poseen el entorno genético 
de AI de N. alata); sin embargo, los híbridos transgénicos que expresan NaTrxhSS, lo aceptan ya 
que se observaron tubos polínicos en la base del estilo.  
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Figura 24. NaTrxh participa en el rechazo del polen de N. plumbaginifolia, pero no en el rechazo de N. tabacum. 
A. Los híbridos transgénicos que expresan a NaTrxhSS aceptan el polen de N. plumbaginifolia (ii, iii), contrario al 
individuo control quien lo rechaza (i). B. En contraste, los híbridos transgénicos que expresan a NaTrxhSS rechazan el 
polen de N. tabacum (v, vi) igual al control (iv). Todas las fotografías en A y B fueron tomadas en la base del estilo. 
C. Fotografías tomadas en el inicio del estilo que muestran que los tubos polínicos de N. tabacum sí son capaces de 
germinar en el estigma de los híbridos. Los tubos polínicos se señalan con flechas blancas. EP: Epidermis. 

 

Lo anterior indica que NaTrxh participa en el rechazo del polen interespecífico de N. 
plumbaginofolia y forma parte de la vía en la que también están involucradas la S-RNasa, NaStEP 
y HT-B.  

Aunque no se ha descrito este mecanismo en N. plumbaginifolia, el hecho de que varias proteínas 
esenciales en la AI también lo sean para el rechazo interespecífico, podría hablar de que los 
mecanismos bioquímicos que llevan a la inhibición del crecimiento del tubo polínico son similares. 
Se ha propuesto que para el caso de 120K, quien no participa en el rechazo interespecífico de N. 
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plumbaginifolia, hay otras proteínas que podrían desempeñar una función similar, por ejemplo, 
NaTTS o NaPELPIII quienes pertenecen a la misma familia de proteínas (Hancock et al., 2005).  

Respecto a N. tabacum, tanto en las plantas control como en las transgénicas se observó el rechazo 
del polen (Figura 24. B). En estas cruzas sí hubo germinación de los granos de polen pero el 
rechazo fue casi inmediato, ya que no se detectó crecimiento de los tubos polínicos más allá del 
estigma (Figura 24. C). Lo anterior es contrastante con el sitio donde ocurre la AI y el rechazo 
interespecífico del polen de N. plumbaginifolia, que es en el primer tercio del estilo, lo cual 
sustenta que las vías de rechazo interespecífico 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 polínicos. Sin embargo, en N. plumbaginifolia, la S-RNasa actuaría más 
tarde, quizás porque en esta vía las otras proteínas involucradas (NaStEP, HT-B y NaTrxh) actúan 
antes que la S-RNasa, siendo el mecanismo más similar a la AI. Probablemente, estas similitudes 
entre la AI y el rechazo interespecífico del polen de N. plumbaginifolia se deban a que esta especie 
es más cercana filogenéticamente a N. alata que N. tabacum (Chase et al., 2003).  

Por otro lado, es probable que NaTrxh participe en el rechazo interespecífico 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 vía para el rechazo del polen interespecífico (Bedinger et al., 2017). 

 

7.2 Proteínas involucradas en el rechazo del polen que son candidatos de reducción de 
NaTrxh. 

Las tiorredoxinas reducen puentes disulfuro específicos en una proteína blanco, lo cual puede tener 
consecuencias sobre su estructura y actividad. Además, se sabe que una Trx puede tener diversos 
blancos (Yano et al., 2001). Por lo tanto, conocer a las proteínas involucradas en el rechazo del 
polen que son reducidas por NaTrxh y el efecto de su reducción, contribuirá a tener una mejor 
comprensión de la participación de esta tiorredoxina en la AI.  

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

 

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

Como se describió anteriormente, las proteínas estilares S-RNasa, 120K, NaTTS y NaPELPIII 
forman un complejo del cual aún se desconoce si tiene alguna función para el rechazo del polen 
(Cruz-García et al., 2005). De las proteínas que conforman este complejo, NaTrxh interactúa con 
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la S-RNasa reduciéndola in vitro, aunque no se ha evaluado el efecto de dicha modificación 
(Juárez-Díaz et al., 2006). 

Las glicoproteínas 120K, NaTTS y NaPELPIII se caracterizan por tener extremos C-terminal ricos 
en Cys (Cruz-García et al., 2005). Estas cisteínas podrían formar puentes disulfuro intra o 
intermoleculares que estabilicen el complejo en el estilo; sin embargo, una vez dentro del tubo 
polínico, cada proteína desempeña una función distinta y por lo tanto el complejo debería 
disociarse. Con esto en mente, se decidió 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 modificación con distintas cantidades 
de arabinogalactano, tiene una migración que va desde los 50 hasta los 100 kDa en un SDS-PAGE; 
a NaPELPIII, de 78 kDa y a la glicoproteína 120K de 120 kDa (Cruz-García et al., 2005). El 
complejo se se incubó con NaTrxh recombinante purificada (para evaluar su interacción), con 
NaTrxh más NTR y NADPH (para evaluar la reducción), o con DTT. Posteriormente, se realizó 
una electroforesis en doble dimensión en donde la primera separación fue en un gel nativo y la 
segunda fue un gel desnaturalizante (Ver figura 14), para finalmente detectar la presencia de 
NaTrxh y las proteínas del complejo con anticuerpos específicos.   

En el experimento, dado que la primera dimensión es una electroforesis nativa, si las proteínas 
están en complejo migran juntas; en este caso, dado que el complejo es muy grande, las proteínas 
migran muy poco en el gel. Sin embargo, en la segunda dimensión que es desnaturalizante, las 
proteinas se separarán de acuerdo a su masa. Como se muestra en la figura 25 (i-v) las proteínas 
120K, NaTTS y NaPELPIII presentan este patrón de migración característico de proteínas en 
complejo, lo cual ya había sido observado previamente por Cruz-García et al. (2005). La S-RNasa 
también muestra este patrón de migración (proteína 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 (proteína detectada del lado derecho de la membrana, indicada con 
flecha roja), la cual es proteína que no formó parte del complejo, ya que migró separada de este en 
la primera dimensión (Figura 25, i). Este resultado ya había sido reportado previamente por Cruz-
García et al. (2005). 

El patrón de migración de la S-RNasa también se observó para NaTrxh (Figura 25, v). Esto puede 
tener dos explicaciones: una es que una fracción 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 
sólo 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 proteínas del complejo no es posible asegurar 
que esta asociación 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 evaluó. 
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La S-RNasa, 120K, NaTTS y NaPELPIII entran al tubo polínico aunque se desconoce la vía de 
ingreso. A la fecha solo se conoce que el ingreso de la S-RNasa de Malus domestica al citoplasma 
del tubio polínico es mediado por el transportador MdABCF (Meng et al., 2014), pero se 
desconoce para el resto de las proteínas del complejo. Por otro lado, Cruz-García et al. (2005) 
proponen que las proteínas 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 podría ser 
también su vía de ingreso al tubo polínico. 

Cuando el complejo fue incubado con NaTrxh más NTR y NADPH (Figura 25, vi-ix), las proteínas 
presentaron una movilidad similar a cuando no hay reducción (Figura 25, i-iv), indicando que 
NaTrxh no modifica la estructura del complejo. Sin embargo, este complejo sí se estabiliza por 
puentes disulfuro, dado que al ser reducido con DTT, las proteínas cambian su movilidad 
electroforética en la segunda dimensión (Figura 25, x-xiii).  
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Figura 25. Inmunodetección de las proteínas del complejo SC10-RNasa-120K-NaTTS-NaPELPIII y de NaTrxh 
en el sistema de dos dimensiones. Cuando se incubaron las proteínas del complejo con NaTrxh (i-v), todas mostraron 
una movilidad electroforética característica de proteínas en complejo, pero la S-RNasa y NaTrxh presentaron además 
un corrimiento que indica que una cantidad de ellas están fuera del complejo. La movilidad de las proteínas del 
complejo no se ve alterada cuando se reducen con NaTrxh (vi-ix); sin embargo, el complejo si se disocia después de 
la reducción con DTT (x-xiii). n = 2 (réplicas biológicas). 
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Aún con lo anterior, no se descarta la posibilidad de que haya ocurrido reducción por NaTxh dentro 
del complejo, pero de acuerdo con los resultados, ésta no provoca su disociación. De hecho, se 
sabe que NaTrxh reduce a la S-RNasa in vitro (Juárez-Díaz et al., 2006) y estando dentro del 
complejo también podría reducirla. 

 

7.2.2 La S-RNasa como blanco de NaTrxh. 

Previamente en nuestro grupo se encontró que NaTrxh, además de interaccionar con la S-RNasa, 
la reduce in vitro (Juárez-Díaz et al., 2006). No obstante, no se ha estudiado a detalle la reducción. 
En el presente trabajo se evaluó cuáles son los puentes disulfuro que son reducidos en la SC10-
RNasa.  

Las S-RNasas pertenecen a la familia de ribonucleasas T2, de las cuales el miembro más estudiado 
es la RNasa Rh de Rhizopus niveus (Deshpande y Shankar, 2002). A la fecha se ha resuelto la 
estructura cristalográfica de la SF11-RNasa de N. alata (Ida et al., 2001); también se han realizado 
algunos estudios bioquímicos para conocer la posición tanto de los puentes disulfuro como de los 
sitios de glicosilación de distintos haplotipos de S-RNasas de solanáceas (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 comparación de las estructuras primarias de 
las S-RNasas muestra que la posición de las Cys involucradas en la formación de puentes disulfuro 
y de las Cys libres está conservada (Anderson et al., 1989; Clark et al., 1990; Brisolara-Corrêa et 
al., 2015).  

Para la identificación de los puentes disulfuro reducidos por NaTrxh, se trató a la SC10-RNasa 
purificada con NaTrxh + NTR + NADPH; como control se utilizó a la SC10-RNasa sin agente 
reductor o reducida con TCEP. Los sulfhidrilos expuestos después de la reducción se marcaron 
con NEM y se identificaron mediante espectrometría de masas en el Centro de Proteómica de la 
Universidad de Columbia-Missouri. 

Los puentes disulfuro en la SC10-RNasa son: Cys16-Cys21, Cys45-Cys94, Cys155-Cys185 y 
Cys168-Cys179, mientras que los residuos Cys77 y Cys95 están libres (Figura 26). Los resultados 
mostrados en la Tabla 3 confirman que el residuo Cys77 no forma ningún puente disulfuro, ya que 
se encontró con la modificación con NEM en la SC10-RNasa con los tres tratamientos. La Cys95 
tampoco forma ningún puente disulfuro pero no fue identificada con la modificación posiblemente 
debido a que no se encontró accesible al NEM. Cuando la SC10-RNasa fue reducida con NaTrxh 
se detectó 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 SC10-RNasa ya que es un agente reductor no específico. 
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Figura 26. Alineamiento entre la SF11- y la SC10-RNasa. Se indican los puentes disulfuro conservados y las Cys 
libres para la SC10-RNasa (flechas). 

 

Tabla 3. Reducción in vitro de la SC10-RNasa por NaTrxh. Los resultados se basan en el porcentaje de 
Cys modificadas con NEM en la SC10-RNasa sin reducir, reducida con TCEP o con NaTrxh (+ NADPH + 
NTR).  La Cys77 (remarcada en azul) no forma puente disulfuro. NaTrxh redujo específicamente en puente 
formado entre las Cys155 y Cys185 (remarcada en rojo). 

Péptido Posición  Modificación 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 reducción del puente disulfuro Cys155-Cys185 por NaTrxh, pordría ocurrir también in vivo, ya 
que ambas proteínas se encuentran en el pistilo, así como también el NADPH y la enzima NTR; 
sin embargo, esto debe estudiarse a detalle. Por otro lado, el hecho de que la reducción sea 
específica para solo un puente disulfuro, indica que podría ser un tipo de regulación de alguna de 
las funciones de la S-RNasa. De hecho, de manera general, la reducción específica de puentes 

Sc10-RNasa 
Sn1 -RNasa 

Sc10-RNasa 
Sn1 -RNasa 

Sc10 -RNasa 
Sn1 -RNasa 

Sc10-RNasa 
Sn1 -RNasa 

1 1 
AFEYMQLVLQWPTAFCHTTPCKRI-PNNFTIHGLWPDNVSTTLNYCAAKENFKNIEDDTK 59 
DFEYLQLVLTWPASFCYANHCERIAPNNFTIHGLWPDNVKTRLHNCKPKPTYSYFTG-KM 59 

• 1 • 

1 

KDDLYKRWPDLTTAETYCKQHQNFWRHEYNKHGKCCSESYNREQYFDLAMALKDKFDLLS 119 
LNDLDKHWMQLKFEQDYGRTEQPSWKYQYIKHGSCCQKRYNQNTYFGLALRLKDKFDLLR 119 

SLRNHGIIPGRGMKYTVQKINSTIKKITQGYPNLSC---TKGIMELVEIGICFDSMVKNV 176 
TLQTHRIIPGSS--YTFQDIFDAIKTVSQENPDIKCAEVTKGTPELYEIGICFTPNADSM 177 

1 1 
INCPHPKTCKPTGSNEIKFP 
FRCPQSDTCDKTAKVLFRR-

196 
196 

e-e Puentes disulfuro 
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disulfuro por Trxs puede activar o desactivar a una proteína, o bien, modificar su estructura para 
exponer u ocultar algunos sitios de reconocimiento para otras proteínas (Gelhaye et al., 2004b). 

 

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

La S-RNasa participa en el rechazo del polen desempeñando diversas funciones. En primer lugar, 
es la determinante de especificidad (McClure et al., 1989). Otra función está relacionada con la 
dinámica del citoesqueleto, ya que se ha visto que su interacción con los filamentos de actina 
provoca su despolimerización (Roldán 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 degradación 
del RNA del tubo polínico 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 polínicos independientemente 
de su haplotipo S (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006), pero los tubos compatibles resisten a la 
degradación de su RNA, proceso que aún no se comprende en su totalidad. Los dos modelos 
propuestos para el rechazo del polen se enfocan en explicar cómo el tubo polínico 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 evaluó 
el efecto de la reducción específica de la S-RNasa por NaTrxh sobre dicha actividad. 

 

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

Se realizaron ensayos de actividad con la SC10-RNasa sin reducir, reducida con DTT, NaTrxh, 
NaTrxhSS (mutante en las Cys catalíticas), y la Trx de E. coli como control. Como se observa en 
la figura 27, la SC10-RNasa tiene una actividad basal que disminuye considerablemente al ser 
reducida con DTT, lo que podría estar ocurriendo porque este agente reductor podría desnaturalizar 
a la proteína si reduce sus cuatro puentes disulfuro, o si reduce algún puente disulfuro cercano al 
sitio activo, afectando severamente su actividad catalítica. 

La reducción con NaTrxh tiene el efecto contrario al DTT, ya que provoca un aumento de siete 
veces en la actividad de la SC10-RNasa (Figura 27). Como se señaló anteriormente, la reducción es 
específica de un puente disulfuro (Cys155-Cys185) y quizás esta ruptura provoca que la S-RNasa 
tenga una conformación más favorable para la catálisis.  

El tratamiento con NaTrxhSS, quien no tiene actividad catalítica, corrobora que el incremento en 
la actividad de la SC10-RNasa se debe a la reducción y no es consecuencia de algún tipo de 
interacción entre ambas proteínas, ya que la SC10-RNasa tratada con NaTrxhSS no mostró 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 más pequeña que NaTrxh ya que sus extremos N y C-
terminal son más cortos y esto podría 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 (Ávila-Castañeda et 
al., 2014). Por lo tanto, NaTrxh es la única de las Trxs evaluadas que puede reducir 
específicamente el puente disulfuro Cys155-Cys185 en la SC10-RNasa (Figura 27).  

 

Figura 27. NaTrxh reduce a la S-RNasa e incrementa su actividad. Se midió la actividad de la SC10-RNasa sin 
tratamiento o después de la reducción 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 
aumentó 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 estándar, n = 3 
(réplicas biológicas). * y **** indican diferencias significativas a una probabilidad de 0.05 y 0.00001, 
respectivamente. 

 

Como se mencionó en el apartado anterior, la S-RNasa forma parte de un complejo con las 
proteínas 120K, NaTTS y NaPELPIII. Se ha propuesto que su función es facilitar el ingreso estas 
proteínas al tubo polínico ya que todas desempeñan una función dentro de éste; sin embargo, una 
vez que se localizan en el citoplasma del tubo polínico la S-RNasa, 120K, NaTTS y NaPELPIII 
podrían disociarse para llevar a cabo sus funciones. Por ello, la S-RNasa podría estar disponible 
para ser reducida por NaTrxh, como se observó in vitro. Por otro lado, en caso de que el complejo 
no se disociara, si la S-RNasa o su región de interaccion con NaTrxh están expuestas al solvente, 
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la reducción también podría ocurrir. Sin embargo, si la reducción de la S-RNasa por NaTrxh ocurre 
in vivo, y ésta provoca un incremento en la actividad, lo más probable es que ocurra cuando es 
necesaria la degradación del RNA, para lo cual la S-RNasa debería 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 SF11-RNasa se resolvió mediante cristalografía de rayos X (Ida et al., 2001). 
Tomando esta estructura como molde, se generó un modelo por homología de la SC10-RNasa para 
visualizar la posición del puente disulfuro blanco de reducción de NaTrxh (Cys155-Cys185).  

En la figura 28 se observa la conservación de los cuatro puentes disulfuro, dos de ellos, Cys16-
Cys21 y Cys45-Cys94 en la SC10-RNasa se encuentran muy cerca del sitio activo de la enzima. Se 
ha reportado que estos puentes ayudan a los residuos involucrados en la catálisis (His31 e His91) 
a mantenerse en las distancias correctas para la reacción y son tan importantes que no solo están 
conservados en las S-RNasas, sino que también lo están 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 específicamente por NaTrxh.  

 

Figura 28. Estructura tridimensional de la SF11-RNasa (PDB: 1IOO) y modelo de la SC10-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 catalítico. La flecha negra señala el puente disulfuro 
blanco de NaTrxh. 

Sc10-RNasa 
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Comparando las estructuras tridimensionales de la SC10-RNasa y la SF11-RNasa (Figura 28) se 
observa que la estructura de la proteína alrededor del puente disulfuro blanco de NaTrxh también 
está muy conservada. Este puente, el cual está formado por las Cys155 y Cys185 de la SC10-RNasa 
(Cys153 y Cys186 en la SF11-RNasa), une a la hebra β4 de la S-RNasa con el asa formada después 
de la hebra β5. Aunque éste no se encuentra manteniendo los aminoácidos del sitio activo, su 
ruptura podría afectar la actividad de la ribonucleasa quizás a través de la interacción, el 
posicionamiento o la liberación 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 sólo se ha 
trabajado in silico debido a las dificultades para obtener suficiente cantidad de esta proteína para 
su cristalización, la cual es citotóxica para E. coli y no se ha logrado sobreexpresar. 

Se simuló la ruptura del puente disulfuro Cys153-Cys186 de la SF11-RNasa y se observó que hay 
cambios conformacionales muy leves en la estructura de la proteína, esto es debido al movimiento 
de la hebra β4, 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 (β1, β2 y β5) y provoca un cambio en la 
orientación de las His catalíticas, especialmente en la His32 que se localiza sobre una de estas 
hebras (β2).   

Para comprender este cambio conformacional en el sitio activo de la S-RNasa, se completó la 
simulación en presencia de un dinucleótido CC como sustrato (Figura 29. C y D). El dinucleótido 
se simulo tomando como molde . En esta simulación y de acuerdo con el mecanismo catalítico de 
la RNasa tipo A (Figura 30, Irie et al., 1994). En la SF11-RNasa los residuos His32 y Lys90 se 
encuentran cargados mientras que la His91 está protonada en el Nδ. El supuesto complejo enzima-
sustrato se identificó por el posicionamiento correcto de los residuos catalíticos cerca de los átomos 
que influyen durante la catálisis. Tanto en la SF11-RNasa formando el puente disulfuro Cys153-
Cys186, como en la proteína reducida, se encontraron conformaciones favorables en donde la 
His32 e His91 están a las distancias adecuadas para efectuar la catálisis.  

En las figuras 29 E y F se muestra la estructura del dinucleótido CC y algunos posibles residuos 
implicados en la catálisis en ambas versiones de la SF11-RNasa. Se propone que la His32 protona 
el 3'OH del nucleótido saliente mientras que la His91 forma un puente de hidrógeno con el 2'OH 
y promueve su activación como nucleófilo para que ataque al fósforo del enlace fosfoéster. La 
Lys90 también forma puentes de hidrógeno tanto con el fosfato como con el 2'OH del nucleótido 
saliente. Por otro lado, el Glu165 se une a la His32 y promueve su activación. 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 SF11-RNasa. 
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Figura 29. Cambios conformacionales en la SF11-RNasa derivados de la ruptura del puente disulfuro Cys153-
Cys186. Se muestra la estructura de la SF11-RNasa sin reducir (A), reducida en el puente disulfuro Cys153-Cys186 
(B) y en complejo con un dinucleótido CC (C y D el RNA se muestra en negro). Algunos aminoácidos del sitio activo 
de la SF11-RNasa (H32, K90, H91 y E165) se ven afectados sutilmente debido a la ruptura del puente disulfuro Cys153-
Cys186 (E y F). 

A. s.11-RNasa 

C. s.11-RNasa 
+RNA 

E. s.11-RNasa 
+ RNA (Sitio activo) 

B. Sm-RNasa {Cys1S3-Cys186 red} 

O. Sm-RNasa (Cys153-Cys186 red} 
+RNA 

F. Sm-RNasa {Cys153-Cys186 red) 
+ RNA (Sitio activo) 
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Figura 30. Mecanismo catalítico de las RNasa tipo A. Los aminoácidos catalíticos son la His46 y la His 109. En el 
primer paso de la degradación del RNA (1), la His109 actua como catalizador base removiendo el hidrógeno de la 
posición -2´OH de la ribosa, mientras que la His46 participa en la reacción como un catalizador ácido que interacciona 
con el oxígeno 5´del enlace fosfodiéster que será escindido y actúa como donador de protones para el nucleótido que 
será liberado. En el segundo paso de la reacción (2), el cual consiste en la hidrólisis del RNA, la función de los dos 
aminoácidos catalíticos se revierte y ahora la His46 funciona como catalizador base mientras que la His109 es un 
catalizador ácido. Todos los demás aminoácidos participan en la estabilización 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 
información 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 más grande de RNA, no se evaluó la posible interacción 
entre el sustrato con regiones alejadas del sitio activo de la enzima; por ejemplo, los residuos 
localizados en la hebra β4, los cuales son estabilizados por el puente disulfuro Cys153-Cys186. 
Como se mencionó anteriormente, el aumento en la actividad de la S-RNasa podría no estar 
relacionado con la catálisis, sino con la entrada o liberación del sustrato.  
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No obstante, no hay duda de que hay una regulación positiva en la actividad de la S-RNasa al ser 
reducida específicamente 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 mutación en uno de los residuos involucrados 
(sustitución de Asn en la Cys185 de la S3-RNasa). Esta mutante sí tiene actividad; sin embargo, 
cuando la Cys150 que está 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 podría deberse a que la presencia del iodoacetato impide de alguna manera la 
interacción con el RNA. Aunque aún no se ha estudiado a detalle esta mutante, estos resultados 
revelan la importancia de los aminoácidos cercanos al puente disulfuro que se reduce en la S-
RNasa por NaTrxh. 

 

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

NaTrxh pertenece a las Trxs tipo h subgrupo 2 (Juárez-Díaz et al., 2006). Su clasificación dentro 
de este grupo se debe a la presencia de un extremo N-terminal más largo, respecto a las demás 
Trxs; pero en NaTrxh también el extremo C-terminal es más extenso. Previamente, se definieron 
tres dominios en NaTrxh, dos hacia el N-terminal (Nα y Nβ) y uno en el C-terminal. La función 
de estos fue evaluada y se observó que Nβ media la secreción de NaTrxh hacia el espacio 
extracelular. Por otro lado, todos ellos participan en la interacción de esta Trx con la S-RNasa, 
siendo el dominio C-terminal el que presenta una mayor afinidad por la ribonucleasa (Ávila-
Castañeda et al., 2014).  

Las extensiones presentes hacia el N y C-terminal de NaTrxh podrían estar involucradas con la 
reducción de la S-RNasa. Una evidencia que apoya esta hipótesis 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 carecían de estos dominios para reducir a la SC10-
RNasa y medir su actividad. Las proteínas mutantes generadas fueron NaTrxh∆Nα (carece del 
dominio Nα, desde la Met1 hasta la Ala16) NaTxh∆Nαβ (carece del extremo N terminal completo, 
desde la Met1 hasta la Pro27) y NaTrxh∆COO (carece del dominio C-terminal desde el Glu136 
hasta la Gln152). La mutante NaTxh∆Nβ no se pudo obtener debido a que después de su 
sobreexpresión, la proteína es insoluble, dificultando su purificación. El mismo comportamiento 
para esta mutante fue observado previamente (Avila-Castañeda et al., 2014), llevando a proponer 
que el dominio Nβ también participa en la estabilidad de la proteína. 

Los resultados mostraron que cuando NaTrxh carece únicamente del dominio Nα, sí provoca el 
aumento en la actividad de la SC10-RNasa, pero no al mismo nivel que la proteína completa. Sin 
embargo, cuando NaTrxh carece de ambos dominios hacia el extremo N-terminal, no hay ningún 
efecto en la actividad de la S-RNasa. Retomando los resultados de Avila-Castañeda et al. (2014), 
la interacción entre la S-RNasa y NaTrxh se debilita cuando se elimina el dominio Nα de NaTrxh, 
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y lo hace aún más cuando se elimina también el Nβ. Por lo tanto, la falta de la interacción a través 
del extremo N-terminal de NaTrxh, especialmente la del dominio Nβ, puede ser la clave de que 
esta proteína 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 SC10-
RNasa que la proteína completa, es decir, la reduce y activa (Figura 31). Previamente se observó 
que al eliminar este dominio de NaTrxh la interacción entre esta proteína y la S-RNasa disminuía 
casi por completo, lo cual indica que existe una gran afinidad entre el C-terminal de NaTrxh y la 
S-RNasa (Ávila-Castañeda et al., 2014); sin embargo, basándonos nuestros resultados, podemos 
concluir que esta fuerte interacción no está involucrada con la reducción.  

 

Figura 31. El dominio Nβ de NaTrxh es esencial para la reducción de la S-RNasa. Se midió la actividad de la 
SC10-RNasa sin tratamiento, con NaTrxh completa o con las versiones NaTrxh∆Nα, NaTrxh∆Nαβ o NaTrxh∆COO, 
las cuales se esquematizan en A. B. Mientras que la reducción con NaTrxh∆COO activa a la S-RNasa de la misma 
manera que NaTrxh completa, en el tratamiento con NaTrxh∆Nα no se alcanzan los mismos niveles de activación. En 
contraste, la falta del extremo N-terminal completo en NaTrxh (tratamiento con NaTrxh∆Nαβ) provoca que se pierda 
por completo la reducción y la activación de la S-RNasa. Las reacciones con las Trxs se realizaron con NTR y NADPH. 
Las barras indican el error estándar, n = 3 (réplicas biológicas). ** y **** indican diferencias significativas a una 
probabilidad de 0.01 y de 0.00001, respectivamente. 

 

La participación del extremo N-terminal de NaTrxh en la reducción de la S-RNasa coincide con 
reportes que indican que la interacción entre una Trx y su proteína blanco es efímera (Wynn et al., 
1995). Sí existe una interacción débil entre el N-terminal de NaTrxh y la S-RNasa, una vez que 
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ocurra la reducción, estas proteínas se podrían disociar fácilmente para que la S-RNasa actúe 
degradando el RNA del tubo polínico. A pesar de que esta interacción podría darse cuando ambas 
proteínas se encuentran en la matriz extracelular del tejido de transmisión, la reducción no tendría 
lugar hasta que haya NADPH disponible y NTR esté presente, lo cual sería en el citoplasma del 
tubo polínico. 

Por otro lado, la interacción a través del C-terminal debe tener otra función. Esta podría ser permitir 
el ingreso de ambas proteínas al tubo polínico dentro del complejo S-RNasa-120K-NaTTS-
NaPELPIII descrito anteriormente. En este caso, una interacción fuerte sería necesaria para poder 
mantenerse dentro del complejo hasta alcanzar su localización final en el citoplasma del tubo 
polínico donde desempeñará sus funciones en el rechazo del polen.   

 

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

El dominio C-terminal de NaTrxh comprende 17 aminoácidos (desde el Glu136 hasta la Gln152) 
(Avila-Castañeda et al., 2014). El gen ortólogo, denominado NrTrxh, presente en la especie AI N. 
rastroensis, no presenta ninguna sustitución a nivel de aminoácidos, pero la proteína es 10 residuos 
más corta, quedando con un extremo C-terminal de solo 7 aminoácidos (Figura 32). Esta diferencia 
se debe a que en N. alata ocurre una modificación postranscripcional en el mRNA de NaTrxh que 
consiste en la eliminación de una citosina; el corrimiento del marco de lectura provoca que el 
triplete adyacente ya no sea un codón de termino y que se traduzcan 10 aminoácidos más hasta 
encontrar el siguiente codón de término (Torres-Rodríguez, 2016). 
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Figura 32. Alineamiento de secuencias de NaTrxh y NrTrxh. A. Alineamiento de seciencias de aminoácidos entre 
NaTrxh y NrTrxh mostrando los tres dominios definidos para NaTrxh (Nα, Nβ 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 proteína 10 aminoácidos más 
larga hacia el extremo C-terminal. Tomado de Torres-Rodríguez, 2016. 

 

Dada la importancia del dominio C-terminal de NaTrxh para la interacción con la S-RNasa, se 
evaluó si NrTrxh tiene la misma afinidad por la S-RNasa aún con la falta de 10 aminoácidos en 
este dominio. Para ello se sobreexpresó y purificó a NrTrxh fusionada a GST y se generó una 
matriz de afinidad con la proteína de fusión como ligando y otra con sólo GST como control. Se 
pasó un extracto total de pistilo de N. rastroensis que expresa a la SC10-RNasa. Después de realizar 
10 lavados con amortiguador de unión se hicieron eluciones con NaCl (0.1M y 0.2M) y Tween 20 
(1%); posteriormente, se realizó una última elución para separar proteínas fuertemente unidas con 
50mM Glicina y 50mM NaCl, pH 2.6, tal como lo reportó Ávila-Castañeda et 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 iónicas entre la Trx y S-RNasa; 
sin embargo, la mayor cantidad de proteína eluye hasta que se modifica el pH para recuperar la 
proteína fuertemente unida (Ávila-Castañeda et al., 2014). Por otro lado, NrTrxh interacciona con 
menor afinidad con la S-RNasa debido a la ausencia de 10 aminoácidos. Esto se ve reflejado en 
que toda la S-RNasa que se unió a la columna fue eluída con NaCl y Tween. Esto también indica 
que la S-RNasa y NrTrxh interaccionan únicamente a través de interacciones débiles. En el control 
de la columna sólo con GST, se ve un poco de unión de la S-RNasa, pero ésta se eluye con 0.2M 

A. 

NaTrxh 
NrTrxh 

NaTrxh 
NrTrxh 

NaTrxh 
NrTrxh 

B. 

mRNA N. a/ata 

Ncx NB 
MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHSSNRWQLHFNSSKQLNKLIWDFAAT 
MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHSSNRWQLHFNSSKQLNKLIWDFAAT 
************************************************************ 

WCGPCKMMEPVINAMSAKYTDVDFVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVERW 
WCGPCKMMEPVINAMSAKYTDVDFVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVERW 
************************************************************ 

GAKKDELEKKILKHREAPKFAASNYRTKFHVQ 
GAKKDELEKKILKHREAPKFAA----------
********************** 

e-terminal 

152 
142 

S'GAAGCUCCUAAAUUUGCUGCUAGUAAUUAUCGAACUAAAUUUCAUGUCCAAUAA3' 
E A P K F A A S N Y R T K F H V Q Stop 

mRNA N. rastroensis S'GAAGCUCCUAAAUUUGCUGCCUAGUAAUUAUCGAACUAAAUUUCAUGUCCAATAA3' 
E A P K F A A Stop 

60 
60 

120 
120 
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de NaCl, además de que no es una cantidad importante de proteína unida a la columna (Figura 33. 
B). 

 

 

Figura 33. NrTrxh interacciona con la S-RNasa con menor afinidad que NaTrxh pero también es capaz de 
reducirla in vitro. A. Cromatografía de afinidad con NaTrxh para evaluar su interacción con la S-RNasa. A pesar de 
que la mayor cantidad de S-RNasa se unió fuertemente y eluye sólo 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 Ávila-Castañeda et al., 2014). B. 
Columna de afinidad de GST (control, superior) y GST-NrTrxh (inferior) para evaluar su interacción con la S-RNasa. 
A diferencia que con NaTrxh, la S-RNasa se une con menor afinidad a NrTxh, ya que toda la proteína que se une 
eluye con 0.2M de NaCl y con Tween. (UB/NU = No unido, W/L = Lavado, B/E = Elución de proteínas fuertemente 
unidas). C. Se midió la actividad de la SC10-RNasa sin tratamiento o después de la reducción con NaTrxh y NrTrxh 
(de N. rastroensis). No hay diferencias significativas entre la activación 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 estándar, n = 3. 
**** indica diferencias de 0.00001. 

 

NrTrxh podría participar en el mecanismo de rechazo del polen dado que N. rastroesis también es 
una especie AI. A pesar de sus diferencias en el dominio C-terminal respecto a NaTrxh, la 
reducción de la S-RNasa está dirigida por la interacción a través del extremo N-terminal y no existe 
ninguna diferencia entre el N-terminal de NaTrxh y NrTrxh (Figura 32), indicando que la 
reducción y la activación 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 proteínas activan 
de manera similar a la S-RNasa (Figura 33. C). 

Los resultados anteriores refuerzan la hipótesis de que existe una regulación 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 AI, se encuentra la Trx encargada de la reducción de la S-RNasa. 

 

7.3.5 El efecto de la expresión NaTrxhSS en los híbridos transgénicos. 

La reducción específica de la S-RNasa por NaTrxh provoca un aumento en su actividad; además, 
como se mencionó en apartados previos, la coexpresión 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 explicación a este efecto se realizó el ensayo de actividad de la SC10-RNasa 
incubada con concentraciones equimolares de NaTrxh tipo silvestre y mutante, con las condiciones 
necesarias para su reducción. Los resultados muestran que la actividad de ribonucleasa aumenta 
cuando están presentes tanto NaTrxhSS como la proteína tipo silvestre, respecto a cuando no se 
añadió ningún agente reductor, pero esta activación no alcanza los niveles observados cuando sólo 
NaTrxh tipo silvestre está 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 podría 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 incubó a la S-RNasa con distintas concentraciones de NaTrxhSS 
durante una hora antes de realizar la reducción con NaTrxh. Posteriormente, se calculó la actividad 
de ribonucleasa. Como puede observarse en la Figura 34. B, el incremento en la actividad de 
ribonucleasa fue menor conforme aumentó la concentración de la proteína mutante, por lo tanto, 
los niveles de actividad observados se deben a aquella S-RNasa que no interaccionó 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 interacción podría estar ocultando el puente disulfuro blanco de reducción en la S-RNasa 
(Cys155-Cys185). Dado que NaTrxh interacciona con gran afinidad con la S-RNasa (Ávila-
Castañeda et al., 2014), es posible que la proteína tipo silvestre pueda desplazar a la mutante 
cuando esta se encuentra en complejo con la S-RNasa. Para evaluar esto, se pre-incubó a la S-
RNasa con la concentración de NaTrxhSS con la cual ya no se observan cambios en la actividad 
(80µM) y se realizó la reducción con concentraciones crecientes de NaTrxh. Posteriormente, se 
calculó 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 concentración de NaTrxh tipo silvestre.  

 

 

Figura 34. La presencia de NaTrxhSS impide que NaTrxh tipo silvestre reduzca a la S-RNasa. A. Se midió la 
actividad de la SC10-RNasa sin tratamiento o después de la reducción con NaTrxh tipo silvestre, NaTrxhSS, o tratada 
con ambas versiones de NaTrxh en la misma proporción. Al añadir ambas versiones de NaTrxh en cantidades 
equimolares (60µM) 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 
reducción con NaTrxh, de la cual también se varió la concentración de proteína utilizada para la reacción. 
Posteriormente, se midió la actividad de ribonucleasa. Se observa el incremento en la actividad de la S-RNasa al ser 
reducida con NaTrxh, como había ocurrido anteriormente; sin embargo, al aumentar la concentración de NaTrxhSS 
utilizada para pre-incubar, el incremento en la actividad es cada vez menor. A 80µM de NaTrxhSS no hay cambios en 
la actividad de ribonucleasa respecto al control sin reducir y esto se mantiene a pesar de aumentar la concentración de 
la proteína tipo silvestre. Las reacciones con las Trxs se realizaron con NTR y NADPH. Las barras indican el error 
estándar, 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 aceptación del propio 
polen observado en los híbridos transgénicos. Nuestra hipótesis es que, en una cruza incompatible, 
en algunos tubos polínicos 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 
reducción no ocurre y los tubos polínicos son aceptados por el pistilo ya que la S-RNasa no tiene 
actividad suficiente para atacarlos. 

Sin embargo, en los híbridos transgénicos no se midió la cantidad de proteína producida por los 
pistilos, además tampoco se demostró 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 híbridos transgénicos ésta debería ser menor a la cuantificada en los híbridos sin 
transformar ya que, de acuerdo a nuestra hipótesis, NaTrxhSS impediría la reducción de una 
fracción de la S-RNasa. Sin embargo, en este experimento lo ideal sería medir solo la actividad de 
la S-RNasa que entre a los tubos polínicos ya que en el pistilo polinizado habría mucha actividad 
de fondo de toda la S-RNasa que no ingresó; ésto podría alterar nuestra interpretación. Otra 
alternativa es purificar a la S-RNasa de los pistilos de los híbridos transgénicos polinizados, 
marcarla con NEM y ver la proporción de la S-RNasa que está reducida en el puente disulfuro 
C155-C185, respecto a la que está oxidada en este sitio. En este caso, la proporción de S-RNasa 
reducida será baja ya que solo la S-RNasa que haya entrado a los tubos polínicos podrá ser 
reducida; en este segundo experimento también hay que tomar en cuenta que otra cantidad dentro 
de los tubos polinicos no se reducirá por la presencia de NaTrxhSS y que demás, la cantidad de S-
RNasa que no entra a los tubos polínicos es muy elevada y esta no estará reducida. Los 
experimentos anteriores también corroborarían que el fenotipo observado es una dominante 
negativa.  

Por otro lado, se desconoce cuál es la cantidad mínima 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 polínico 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 cristalografía y difracción de rayos X 

 

7.4.1. Obtención de cristales de NaTrxh y difracción. 

La cristalización de una proteína ocurre en dos pasos. Primero la nucleación, que significa el paso 
de la proteína de un estado completamente desordenado a un estado ordenado, esta requiere que la 
proteína esté sobresaturada. Si la formación de núcleos es demasiado rápida los cristales 
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resultantes son muchos y muy pequeños, por lo que lo ideal es tener pocos núcleos que puedan 
generar cristales de mayor tamaño. La segunda etapa consiste en el crecimiento del cristal a partir 
de los núcleos. Las condiciones adecuadas para la formación de cristales dependen de cada 
proteína, por ello es necesario realizar un screening empleando distintas condiciones hasta 
encontrar aquella que permite la cristalización de la proteína de interés (McPeterson y Gavira, 
2014). 

Las primeras pruebas de cristalización con NaTrxh se realizaron con una concentración de 12 µg/µl 
en un amortiguador con acetato de amonio 10 mM, pH 6.0, ya que bajo estas condiciones se logró 
la cristalización de la Trx HvTrx2 en complejo con su proteína blanco, BASI (Maeda et al., 2006). 
Se realizaron 48 pruebas con el kit de cristalización Wizard 3 y únicamente se encontraron cristales 
en la condición 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 Química de la UNAM en colaboración con la Dra. Adela 
Rodríguez Romero. Se obtuvo una estructura preliminar a una resolución media de 3.2Å, en la 
cual no se resolvieron 52 aminoácidos 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 resolución 
y determinar más aminoácidos, se realizaron pruebas en gota apoyada con la misma condición, 
pero añadiendo los aditivos del kit de Hampton. Los aditivos químicos mejoran el proceso de 
cristalización, ya sea porque favorecen la formación de núcleos o porque promueven el 
crecimiento del cristal (McPeterson y Gavira, 2014). En las pruebas con los aditivos también se 
evaluaron tres concentraciones de proteína 10, 12 y 15 µg/µl.  

Se obtuvieron cristales en 25 condiciones con aditivos (Anexo 9, Figura 35. B). La concentración 
óptima de NaTrxh para su cristalización es 12 µg/µl, ya que en esta se formaron cristales de mayor 
tamaño. Cabe mencionar que, al añadir los aditivos, el tiempo de aparición de los cristales fue de 
aproximadamente 15 días, contrastando con 60 días que fue el tiempo de formación de los cristales 
sin aditivo. 

De igual manera se realizaron pruebas en gota colgante, únicamente con 12 aditivos en los que 
previamente se había observado crecimiento en el método de gota apoyada. A pesar de que se 
observaron cristales en todas las condiciones, estos fueron muy pequeños por lo cual no fueron 
difractados (Figura 35. C). 
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Figura 35. Morfología de los cristales de NaTrxh. A. Cristales obtenidos sin aditivo en el método de difusión de 
vapor en gota apoyada. B. Cristales obtenidos con aditivos en el método de difusión de vapor en gota apoyada. C. 
Cristales obtenidos con aditivos método de difusión de vapor en gota colgante. A la derecha de cada imagen se enlistan 
las condiciones de la cristalización. 

A. • Condición #4 del kit Wizard 3 : 
Formato de amonio 200mM y 20% de PEG 3,350 

• NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio l0mM pH 6 
• Formado en gota apoyada 
• Difractado a 3 .2A 

B. • Condición #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 l0mM pH 6 
• Formado en gota apoyada 
• Difractado a 2.SA en sincrotrón 

• Condición #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 l0mM pH 6 
• Formado en gota apoyada 
• Difractado a 1.7A en sincrotrón 

• Condición #4 del kit Wizard 3 : 
Formato de amonio 200mM y 20% de PEG 3,350 

• Aditivo #1 de Hampton: 
0.lM de Cloruro de bario dihidrato 

• NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio l0mM pH 6 
• Formado en gota apoyada 
• Difractado a 2A en sincrotrón 

c. 
• Condición #4 del kit Wizard 3 : 

Formato de amonio 200mM y 20% de PEG 3,350 
• Aditivo #1 de Hampton: 

0.lM de Cloruro de bario dihidrato 
• NaTrxh a 12 mg/ml en acetato de amonio l0mM pH 6 
• Formado en gota colgante 
• Cristales no difractados 
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Tabla 4: Condiciones de cristalización de la proteína NaTrxh para su difracccion de rayos 
X.  

Condición de cristalización Resolución # de cristales 
difractados 

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350  
Aditivo 1: 0.1M de Cloruro de bario dihidrato 

2Å 1 

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350  
Aditivo 7: 0.1M de Cloruro de manganeso  
(II) tetrahidrato 

1.85Å 1 

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350  
Aditivo 53: 10% PEG 3,350 

2.5Å 1 

Formato de amonio 200mM + 20% PEG 3,350  
Aditivo 93: 0.25% de Diclorometano 

1.7Å* y 
2.8Å 

2 

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

Se seleccionaron los cristales de mayor tamaño para crioprotegerse y difractarse. La difracción se 
realizó en la línea 19ID del Advanced Photon Source del Argonne National Laboratory en 
colaboración con la Dra. Lilian González Segura. Se obtuvieron cinco juegos de datos (Tabla 4), 
de los cuales aquí se reporta el de mayor resolución que fue a 1.7Å. 

Para los cinco cristales difractados se colectaron 600 imágenes con un tiempo de exposición de 
0.5 seg y 0.5° de oscilación.  

 

7.4.2. Resolución de la estructura de NaTrxh 

La estructura de NaTrxh obtenida a a 1.7Å de resolución se muestra en la figura 35. Existen 
distintos parámetros estadísticos que reflejan la calidad y confiabilidad de nuestros datos: 

• Completeness: Indica el porcentaje de reflexiones colectadas en comparación con el 
número de reflexiones posibles para un cristal dependiendo de su simetría. Este debe ser 
mayor a 90% para todos los datos y mayor a 70% en la última capa de resolución 
(Arkhipova et al., 2017).  

• Rmerge: Es el valor de error de la colecta de los datos, indica la concordancia entre múltiples 
medidas de una reflexión dada. Su valor debe ser de 0.1 para todos los datos (Karplus y 
Diederich, 2012). 

• Multiplicidad: Es el número de mediciones por cada reflexión. El valor mínimo aceptado 
de multiplicidad es 3 (Wlodawer et al., 2008). 

• CC1/2: Este parámetro refleja si la mitad de los datos pueden predecir la otra mitad y se 
calcula con el valor CC, el cual es la relación entre las señales efectivas y las señales de 
ruido. El valor CC1/2 debe ser cercano a 1 en para todos los datos y superior a 0.8 en la 
última capa de resolución (Karplus y Diederichs, 2015).  
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• I/σ (I): Indica cual es la señal de ruido. Este debe ser un valor cercano a 2 en la última capa 
de resolución (Karplus y Diederichs, 2015). 

• Rwork/Rfree: Valores de error que indican la concordancia entre las difracciones y el modelo 
generado. Rfree no debe ser mayor al 10% del valor de la resolución; mientras que Rwork 
puede variar en un radio de 0.05 a 0.08 respecto al Rwork (Read et al., 2011). 

En la Tabla 5 se muestran los parámetros estadísticos de la estructura de NaTrxh obtenida por 
difracción 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 β rodeadas por cuatro α-hélices. Hacia el N-terminal se encuentran β1, α1, β2, α2 y β3, 
donde las hebras β son paralelas; posteriormente, se forma la α-hélice tres la cual conecta con β4, 
β5 y α4, estas últimas dos hebras β son antiparalelas (Holmgren et al., 1975). NaTrxh conserva 
este plegamiento, con la única diferencia de que no presenta la hebra β5 (Figuras 36 y 37). 
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Tabla 5. Parámetros estadísticos de la colecta de datos de la difracción de rayos X y del 
afinamiento del modelo de NaTrxh 

Colecta de datos   
 Longitud de onda (Å)  0.9795 
 Grupo espacial  P212121 
 Dimensiones de la celda unitaria   
         a, b, c (Å)  45.99, 68.85, 70.80 
         α, β, γ (º)  90, 90, 90 
 Monómeros por unidad asimétrica 2 
 Rango de resolución (Å) 49.36/1.7 
 Reflecciones totales 215,966 
 Reflecciones únicas 25,159 (1,235) 
 Completeness (%)  99.3 (99.4) 
 Rmerge (%)  10.6 (103.2) 
 Mean I/σ (I)  25.2 (2.6) 
 Multiplicidad  8.6 (7.5) 
 CC1/2  1.00 (0.86) 
Estadística del afinamiento   
 Rango de resolución (Å) 49.36/1.7 
 Rwork/Rfree (%)  18.54/22.02 
 Número de átomos   
                  Proteína   1910 
                  Agua  126 
                  Etilen glycol 8 
 Factor B (Å2)   
                  Proteína  30.09 
                  Agua  44.67 
                  Etilen glycol 62.92 
RMSD para estequiometría ideal 
 Longitud de enlaces (Å) 0.006 
 Ángulos de enlaces (°) 0.772 
Estadísticos del gráfico de Ramachandran  
 Residuos en regiones más favorables (%) 98.46 
 Residuos en regiones permitidas (%)  1.54 
 Residuos en regiones no permitidas (%) 0 
Código PDB  6X0B 

a Los valores entre paréntesis corresponden a la última capa de resolución 
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Figura 36. Estructura tridimensional de la proteína NaTrxh a 1.7Å de resolución. Vista completa de la estructura 
de NaTrxh mostrando el plegamiento típico de Trx que incluye cuatro hebras β y cuatro α-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 
región donde se encuentran los residuos catalíticos.  

 

La posición del sitio reactivo de NaTrxh (W61CGPC65) también está conservada. Trp61 y Cys62 
se encuentran en el asa formada entre la hebra β2 y la α-hélice 2, mientras que Gly63, Pro64 y 
Cys65 se encuentran al inicio de la α-hélice dos (Figura 36). Además del sitio reactivo y de las 
Cys catalíticas, otros residuos están 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 sitúa cinco 
residuos hacia el C-terminal del sitio reactivo y es de gran importancia estructural, dado que 
produce un pequeño pliegue en la hélice α2 que separa al sitio reactivo del resto de la hélice, 
además es requerida para la estabilidad de la proteína (de Lamotte-Guéry et al., 1997). Por último, 
el tercer residuo de Pro conservado se localiza detrás del sitio reactivo y siempre se encuentra en 
posición cis para ayudar a mantener su conformación y el potencial redox (Gleason, 1992). Estos 
tres residuos se encuentran conservados en NaTrxh (Pro64, Pro70 y Pro105) (Figura 37).  
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Figura 37. Alineamiento de secuencias de las tiorredoxinas NaTrxh de N. alata y Trx S2 de E. coli. El 
alineamiento muestra la conservación de los elementos de estructura secundaria entre ambas Trxs (indicados en la 
parte superior). NaTrxh únicamente carece de la hebra β5 (indicada con línea punteada). Además del sitio reactivo 
(rojo), otros aminoácidos como Pro (amarillo), Gly (magenta) y aminoácidos cargados (gris) se encuentran 
conservados en la estructura de las Trxs. Los residuos que forman el core hidrofóbico se muestran en verde. 

 

Tres residuos de Gly también son esenciales en las Trxs. Uno de ellos, el cual está localizado 
dentro el sitio activo, es esencial para mantener su conformación y el potencial redox; los otros 
dos residuos definen la longitud de la hebra β5 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 podrían desempeñar otra función importante en la proteína (Gly63, Gly113 y Gly121 en 
NaTrxh; Figura 37). 

Estudios previos en la Trx de E. coli señalan la importancia de ciertos aminoácidos aromáticos, 
específicamente dos residuos de Phe, localizados en el extremo N-terminal de la α-hélice uno y en 
el C-terminal de la hebra β2, respectivamente. Estos mantienen el plegamiento de la Trx, ya que 
sus cadenas laterales se posicionan hacia el interior hidrofóbico (Collet y Messens, 2010). Para 
NaTrxh, el interior hidrofóbico está formado por las cadenas laterales de los residuos Val54, Phe57 
y Trp39 (Figura 37). 

Finalmente, para que se lleve a cabo la catálisis, es necesaria la presencia de aminoácidos con 
carga que activen a las Cys del sitio reactivo para que estas puedan llevar a cabo los ataques 
nucleofílicos durante la reducción del puente disulfuro blanco. Se han encontrado algunos residuos 
con carga conservados, que se localizan principalmente en las hebras β2 y β3 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 podrían 
desempeñar dicha función como la Lys66, la Lys86 y el Asp56 (Figura 37).  
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Como se mencionó anteriormente, los extremos N y C- terminal de NaTrxh son más extensos en 
comparación con las demás Trxs (Juárez-Díaz et al., 2006) y comprenden 27 y 17 residuos, 
respectivamente, de los cuales sólo se resolvieron cinco aminoácidos correspondientes al extremo 
N-terminal y dos al C-terminal en la estructura. Previamente se había generado un modelo de 
NaTrxh donde se mostraba que los extremos N- y C-terminal eran regiones altamente 
desordenadas (Ávila-Castañeda et al., 2014). Esto se corrobora con nuestros resultados, ya que 
ambos extremos de la proteína no presentaron densidad electrónica debido a su gran movilidad. 
También se sabe que estas regiones son muy importantes para la interacción con la S-RNasa. Las 
regiones altamente desordenadas pueden estabilizarse cuando interaccionan con algún ligando, en 
este caso, la cristalización y difracción de estas regiones podría lograrse si NaTrxh estuviera en 
complejo con la S-RNasa.  

 

7.5 Interacción de NaTrxh con la S-RNasa para su reducción. 

Existen algunos reportes de Trxs cristalizadas junto con su proteína 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 mutación en la segunda Cys del sitio reactivo de la Trx. Dado 
que durante la reducción esta Cys participa en la ruptura del puente disulfuro del intermediario 
Trx-proteína 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 
interacción entre ambas proteínas cuando se está llevando a cabo la reducción. Por ejemplo, la 
tiorredoxina HvTrxh2 de Hordeum vulgare, establece interacciones de van der Waals y puentes 
de hidrógeno con la proteína 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 
β2 y la α-hélice dos, la α-hélice tres y la hebra β4, y entre la hebra β5 y la α-hélice cuatro; mientras 
que en el sustrato, el sitio de interacción se da a través de los átomos del esqueleto de tres 
aminoácidos hidrofóbicos (Maeda et al., 2006). A diferencia de NaTrxh, HvTrxh2 no tiene un 
extremo N-terminal tan extenso (27 aminoácidos en NaTrxh y 11 aminoácidos en HvTrxh2), el 
cual además no se resolvió en su estructura y no hay evidencia de que esté involucrado en la 
interacción con su blanco para permitir su reducción, en contraste a lo observado para NaTrxh y 
la S-RNasa.  

A pesar de que las Trxs son muy específicas al reducir puentes disulfuro, éstas pueden tener 
diversos blancos (Yano et al., 2001). Con cada blanco se podría establecer una interacción distinta 
para la reducción. En NaTrxh, la interacción que permite la reducción de la S-RNasa se establece 
a través del extremo N-terminal; sin embargo, para otros blancos de NaTrxh, ésta podría no ser 
relevante como en el caso de la interacción 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 Nβ. Estos residuos están orientados hacia el sitio reactivo, mientras que 
el dominio C-terminal se dirige al lado opuesto (Figura 35). Esta conformación concuerda con la 
propuesta de que la interacción a través del N-terminal permite la reducción de su puente disulfuro. 

Para tener una mejor visualización de la interacción entre la S-RNasa y NaTrxh, se realizó una 
simulación utilizando el protocolo de docking proteína-proteína con ROSETTA, en colaboración 
con el Dr. Rogelio Rodríguez Sotres. Se seleccionaron aquellos complejos donde la Cys62 de 
NaTrxh, la cual se encuentra en el sitio reactivo, estaba a menos de 10Å de los residuos Cys153 y 
Cys186 de la SF11-RNasa (correspondientes a la Cys155 y la Cys185 de la SC10-RNasa) debido a 
que son los que forman el puente disulfuro que es reducido por NaTrxh. Sobre esta simulación se 
modelaron los extremos N- y C-terminal para determinar sus posibles conformaciones.  

Ninguna de las conformaciones iniciales condujo a la formación de un complejo estable, sin 
embargo, esto era de esperarse ya que estas proteínas no forman un dímero permanente y su 
interacción, al menos a través del N-terminal de NaTrxh, debe durar el tiempo suficiente para 
permitir el primer ataque nucleofílico por parte de la Cys62 de NaTrxh, el cual llevará a la 
formación de un puente disulfuro momentáneo entre las proteínas. El complejo se establecía por 
pocas décimas de ns y se desintegraba, pero esto fue información suficiente para identificar 
algunos residuos importantes que participan en su estabilidad (Figura 38).  

Para mejorar el muestreo de la conformación del complejo, se introdujo una fuerza de atracción 
equivalente a la energía a un puente de hidrógeno entre los átomos de azufre de la Cys62 de NaTrxh 
y la Cys186 de la SF11-RNasa. Esta estrategia permitió identificar contactos persistentes (presentes 
en más del 60% de los marcos de simulación). Una interacción significativa fue el contacto entre 
el Glu155 de la SF11-RNasa con la cadena lateral de la Cys62 y la cadena principal de la Met104 
de NaTrxh (Figura 38). El Glu155 de la SF11-RNasa podría tener una participación importante 
durante la reducción ya que, estando bajo la influencia de la nube de electrones del Trp61 de 
NaTrxh (presente en el sitio reactivo), podría abstraer el protón del grupo tiol de la Cys62 de 
NaTrxh lo que conduciría a un tiolato. Después de un cambio conformacional, el tiolato podría 
atacar el puente disulfuro Cys153-Cys186 de la SF11-RNasa. Además 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 simulación se observó 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 región 
expuesta que comprende varias asas y que está opuesta al sitio donde se localizan las regiones 
hipervariables (Figura 38). Esta región contiene residuos cargados positivamente como Lys158, 
Lys188 y Lys191, mientras que la extensión N-terminal de NaTrxh contiene residuos cargados 
negativamente, como Glu15 y Glu18, que podrían favorecer la interacción. El hecho de observar 
interacción a través de una región conservada entre las S-RNasas apoya la hipótesis de que NaTrxh 
podría interaccionar con cualquier haplotipo y reducir específicamente el mismo puente disulfuro.  
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Figura 38. Simulación de la interacción entre NaTrxh y la S-RNasa para su reducción. A. Se muestra la 
simulación de la interacción entre NaTrxh (azul cielo) y la SF11-RNasa (naranja) donde el sitio reactivo de NaTrxh 
(negro, las cadenas laterales corresponden a los residuos catalíticos C62 y C65) se acerca al puente disulfuro blanco 
de reducción en la S-RNasa (C153-C186, negro). A lo largo de la simulación, 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 interacción a través del extremo N-terminal de NaTrxh. B. Zona de 
contacto entre NaTrxh y la SF11-RNasa La superficie del complejo (verde) se muestra en translúcida, mientras que en 
colores sólidos se muestran los residuos de NaTrxh (azul) y de la SF11-RNasa (naranja) donde se localizan los 
contactos. C. Detalle atómico de contactos más representativos entre NaTrxh (C62, C65 y M104) y la SF11-RNasa 
(C153, E155, D184 y C186).  

A. 
NaTrxh 
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Por otro lado, con los parámetros utilizados en la simulación, no se observó interacción entre estas 
proteínas a través del extremo C-terminal de NaTrxh, lo cual concuerda con nuestros resultados 
que mostraron que este extremo no participa en la reducción de la S-RNasa. El extremo C-terminal 
podría tener otra función al interaccionar con la S-RNasa, la cual no se ha estudiado a profundidad, 
pero también podría ser relevante para el rechazo el polen, ya que, por ejemplo, podría contribuir 
a que ambas proteínas ingresen al tubo polínico.  

A pesar de que la dinámica molecular nos da un acercamiento para entender cómo interaccionan 
las proteínas, aún son posibilidades y podrían no reflejar precisamente lo que ocurre a nivel 
molecular. Para tener una explicación más acertada sería necesario generar varias mutantes y 
cristalizarlas para captar distinos momentos en la interacción entre la S-RNasa y NaTrxh. Sin 
embargo, para el propósito de este trabajo, las simulaciones nos permitieron tener una mejor visión 
para comprender los resultados obtenidos in vitro acerca de las interacciones necesarias para la 
activación de la S-RNasa por reducción específica por NaTrxh. 

 

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

El hecho de que la reducción de la S-RNasa por la NaTrxh tenga un efecto positivo sobre su 
actividad de ribonucleasa es de gran importancia porque esta función es crucial para inhibir del 
crecimiento del tubo polínico 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 polínico o que la actividad que tiene no es suficiente 
para rechazar al polen, por ello al inicio su función sería la del reconocimiento de SLF. Sin 
embargo, la S-RNasa podrá tener su actividad citotóxica suficiente para inhibir el crecimiento del 
tubo polínico una vez que sea reducida por NaTrxh, lo cual ocurriría en una etapa posterior. 

Con esto se explicaría el porqué la S-RNasa entra a todos los tubos polínicos independientemente 
de su haplotipo, pero tiene actividad sólo 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 aún queda la duda de si este evento es lo 
suficientemente rápido para detoxificar toda la S-RNasa antes de que esta comience a degradar el 
RNA. Además, en una cruza incompatible, la degradación del RNA del tubo polínico no ocurre 
inmediatamente y tampoco se explica por qué la S-RNasa no es citotóxica desde un inicio. En 
contraste, el modelo de la compartamentalización explica que la mayor parte de la S-RNasa 
compatible está secuestrada en una vacuola y hay poca S-RNasa en el citosol. Este modelo 
tampoco explica por qué la S-RNasa que está en el citosol no ataca al RNA del polen. Con base 
en nuestro trabajo proponemos que, para inhibir el crecimiento del tubo polínico, no es suficiente 
que la S-RNasa entre al tubo polínico y se localice en el citosol, sino que es necesaria su reducción 
por NaTrxh para ser citotóxica. 
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Un punto importante para considerar es la localización de NaTrxh. NaTrxh es producida por las 
células del tejido de transmisión del estilo y es secretada a su espacio extracelular (Juárez-Díaz et 
al., 2006). Los tubos polínicos crecen a través de esta matriz extracelular que va desde el estigma 
hasta el ovario. A lo largo de este trayecto, los tubos polínicos se alimentan de los componentes 
de la matriz extracelular que incluyen proteínas que sirven de guía para que los tubos polínicos 
alcancen su destino final que es el ovario, o bien proteínas que lo nutren y que están involucradas 
con su crecimiento. También aquellas proteínas que participan en los mecanismos de 
reconocimiento y rechazo del polen, ingresan a los tubos polínicos y desempeñan funciones 
esenciales dentro del mismo (Rea y Nasrallah, 2008). Por tal motivo, se propone que NaTrxh 
desempeña sus funciones para el rechazo del polen dentro del tubo polínico.  

Cabe recordar que las tiorredoxinas por sí 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 reducción; sin embargo, análisis transcriptómicos de 
tubos polínicos de N. tabacum revelan la expresión de una NTR citosólica (Conze et al., 2017), lo 
cual apoya la idea de que NaTrxh actúe en este sitio, en donde también hay NADPH disponible 
(Cárdenas et al., 2016).  

Nuestra propuesta es que NaTrxh activa a la S-RNasa que está disponible en el citoplasma del tubo 
polínico (Figura 39), la cual es compatible con los dos modelos vigentes del rechazo del polen. La 
S-RNasa ingresa al tubo polínico independientemente de su haplotipo S y lo podría hacer a través 
de dos vías: una sería directamente al citoplasma, posiblemente a través de un transportador como 
MdABCF 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 será ubiquitilada y 
degradada a través del proteosoma 26S, tal como lo indica el modelo colaborativo. Por su parte, la 
S-RNasa compatible permanecerá libre en el citoplasma y será activa para degradar el RNA del 
tubo polínico solo hasta que NaTrxh la reduzca.  

De acuerdo con el modelo de la compartamentalización de la S-RNasa, el ingreso de la S-RNasa 
sería preferentemente a través de endocitosis, aunque no se descarta su incorporación por un 
transportador. La incorporación al interior del tubo polínico por endocitosis dirigiría a la S-RNasa 
masivamente a una vacuola en donde permanecerá hasta su ruptura, lo cual ocurrirá sólo en una 
cruza incompatible. La S-RNasa liberada al citoplasma debido a la ruptura de la vacuola será 
activada por NaTrxh para degradar el RNA del tubo polínico y culminar la respuesta de rechazo 
del polen.  
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Figura 39. Participación de NaTrxh en el rechazo del polen a través de la activación de la S-RNasa. NaTrxh 
activará a la S-RNasa libre en el citosol del tubo polínico. De acuerdo con el modelo colaborativo, la S-RNasa libre 
será aquella que no interaccionó con SLF porque la cruza fue AI, mientras que, de acuerdo con el modelo de 
compartamentalización, la S-RNasas se liberan de la vacuola. Solo hasta que la S-RNasa es reducida específicamente 
por NaTrxh, podrá ser activa para degradar el RNA del tubo polínico e inhibir su crecimiento.  

 

No se había demostrado la participación de proteínas reductoras en la AI gametofítica; sin 
embargo, se reportó una mutante natural en polen de Prunus armeniaca (Rosaceae) que es 
autocompatible debido a la inserción de un transposon que evita la expresión de una 
oxidorreductasa denominada ParMDO (Prunus armeniaca locus M Disulfide bond A-like 
Oxidoreductase) (Muñóz-Sanz et al., 2017). La AI en Rosaceae, como en Solanaceae, depende de 
S-RNasas (Vilanova et al., 2006). Los autores proponen que la función de ParMDO en el 
mecanismo podría ser afectando la actividad de alguna de las determinantes de especificidad en 
Rosaceae (Muñóz-Sanz et al., 2017). Lo anterior refuerza nuestra propuesta de que existe una 
regulación redox en el mecanismo de AI gametofítica. 
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8. Conclusiones 

• NaTrxh es una proteína esencial para el rechazo del polen alelo S-específico, el cual 
participa a través de la reducción y activación de la S-RNasa. 

• NaTrxh participa en un mecanismo de incompatibilidad interespecífica donde también 
están 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 reducción de uno de sus cuatro 
puentes disulfuro (formado entre las Cys155 y Cys185 de la SC10-RNasa), el cual está 
conservado en todas las S-RNasas. 

• La interacción dada entre el dominio Nβ de NaTrxh y la S-RNasa, media la reducción 
específica de la ribonucleasa. 

 

9. Perspectivas 

• Generar dos mutantes de la SC10-RNasa, una en su sitio activo y otra tanto en el sitio activo 
como en las Cys155 y Cys185; sobreexpresarlas en E. coli, purificarlas y cristalizarlas. 
Esto permitiría determinar los cambios conformacionales derivados de la reducción del 
puente disulfuro blanco de NaTrxh.  

• Obtener un complejo estable entre la S-RNasa y NaTrxh para su cristalización. 
• Evaluar si la interaccion entre la S-RNasa y NaTrxh a través de su extremo C-terminal 

permite el ingreso de ambas proteínas al tubo polínico. 
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11. Anexos 

Anexo 1. Protocolo para extracción 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) Añadir 1 volumen de Binding Buffer e incubar a 60°C durante 10 min, mezclando por inversión 
cada 2 min para facilitar la subilización. 

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

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

e) Añadir 700 µl 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 añadir 50 µl 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. Transformación de células de E. coli químicamente competentes. 

a) Agregar a 100 µl de células competentes 1 ng del plásmido con el que se desea transformar. 

b) Incubar en hielo durante 30 min. 

c) Incubar a 42°C durante 30 segundos. 

d) Incubar en hielo durante 2 min. 

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

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

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

• Medio LB: 
o 1 gr de Peptona o Triptona 
o 0.5 gr de NaCl 
o 1 gr de Extracto de levadura  

Disolver en 100 ml de H2O desionizada y esterilizar en autoclave. 
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Si se desea realizar medio sólido, añadir 1.5 gr de agar previo a la esterilización. 

 

Anexo 3. Extracción de DNA plasmídico 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 vórtex el botón celular en 250 µl de Resuspension Buffer.   

c) Añadir 250 µl de Lysis solution y mezclar por inversión 6 veces. 

d) Añadir 350 µl de Neutralization Buffer y mezclar por inversión 6 veces. 

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

f) Transferir el sobrenadante a una columna de purificación colocada sobre un tubo colector.  

g) Centrifugar durante 5 min a 12,000 g y eliminar el sobrenadante del tubo colector. 

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

i) 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 añadir 50 µl 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. Transformación 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 electroporación 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 agitación (200 rpm). 

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

g) Verter 50 µl en una placa de agar con antibióticos y dispersar con perlas de vidrio. 
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g) Incubar de 12 a 15 h a 37°C. 

 

Anexo 5. Medios utilizados en cultivo de tejidos. 

• NAP6-4 (Medio para regeneración). Las cantidades son para preparar 1 L de medio. 
o 40 µl de BA (6-bencilaminopurina) a 50 mg/ml 
o 200 µl de mioinositol a 50 mg/ml 
o 2 µl de ácido nicotínico a 50 mg/ml 
o 2 µl de piridoxina·HCl a 50 mg/ml 
o 20 µl de tiamina·HCl a 50 mg/ml 
o 10 µl de AIA (ácido 3-indolacético) a 50 mg/ml 
o 10 ml de glicina a 0.5 g/L 
o 4.4 g de MS (Medio Murashige & Skoog) 
o 1 g de MES 
o 30 g de sacarosa 

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

Antes de utilizar el medio, añadir 100 mg/L de ácido ascórbico y 100 mg/L de ácido cítrico como 
antioxidantes. 

 

• MS (Medio para enraizar). Las cantidades son para preparar 1 L de medio. 
o 200 µl de mioinositol a 50 mg/ml 
o 2 µl de ácido nicotínico a 50 mg/ml 
o 2 µl de piridoxina·HCl a 50 mg/ml 
o 20 µl de tiamina·HCl a 50 mg/ml 
o 4.4 gr de MS (Medio Murashige & Skoog) 
o 0.6 gr de MES 
o 20 g de sacarosa 

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

Antes de utilizar el medio, añadir 100 mg/L de ácido ascórbico y 100 mg/L de ácido cítrico como 
antioxidantes. 

 

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

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

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 µl 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 µl de isopropanol frio. 
Mezclar bien e incubar 10 min a TA. 

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

i) Eliminar el sobrenadante y secar el pellet. 

j) Resuspender en 250 µl de TE.  

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

l) Adicionar 25 µl de acetato de sodio 3M y mezclar bien. 

m) Adicionar 1.2 ml de etanol 100% frío 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. 

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

 

 

Anexo 7. SDS-PAGE  

La electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida se efectuó en dos fases: el gel apilador 
o concentrador y el gel separador con concentración de acrilamida de 4% y 12%, respectivamente. 

Preparación del gel separador:  

o 1.4 ml de Agua  
o 1 ml de Amortiguador pH 8.8 [Tris 1.5 M pH 8.8, SDS 0.4%)]  
o 1.3 ml de Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)  
o 25 µl de PSA 20%  
o 2.5 µl de Temed 

Mezclar todo y vaciar rápidamente 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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Preparación gel concentrador 

o 1 ml de Agua  
o 444 µl de Amortiguador pH 6.8 [Tris 0.5 M pH 6.8, SDS0.4% (w/v)]   
o 300 µl de Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)  
o 20 µl de PSA 20%  
o 5 µl de Temed 

Mezclar todo y vaciar rápidamente sobre el gel separador.  

Una vez polimerizado, cargar las muestras previamente desnaturalizadas por 5 min en buffer de 
carga para proteínas [Tris∙HCl 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 efectuó durante 1.5 h a 120 V en buffer de 
corrida de glicina (glicina 14.4 g, Tris 3 g, SDS 1 g en 1 L de H2O). 

 

Anexo 8. Composición de las condiciones (Kit Wizard 3) para las pruebas de cristalización 
de NaTrxh. 

Número de 
condición 

Agente precipitante  Buffer 

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. Composición de los aditivos (Kit de Hampton) para la cristalización de NaTrxh. 

Número de aditivo Composición del aditivo 
1 0.1M de Cloruro de bario dihidrato 
2 0.1M de Cloruro de cadmio hidrato 
3 0.1M de Cloruro de calcio dihidrato 
4 0.1M de Cloruro de cobalto (II) hexahidrato 
5 0.1M de Cloruro de cobre (II) dihidrato 
6 0.1M de Cloruro de magnesio hexahidrato 
7 0.1M de Cloruro de manganeso (II) tetrahidrato 
8 0.1M de Cloruro de estroncio hexahidrato 
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9 0.1M de Cloruro de itrio (III) hexahidrato 
10 0.1M de Cloruro de zinc 
11 0.1M de Cloruro de hierro (III) hexahidrato 
12 0.1M de Cloruro de niquel (II) hexahidrato 
16 1M de Cloruro de potasio 
17 1M de Cloruro de litio 
23 1M de Citrato de sodio tribásico dihridrato 
40 0.1M de Cloruro de cobalto (III) hexamina 
53 10% de Polietilenglicol 3,350 
62 30% de Glicerol 
63 3M de NDSB-195 
64 2M de NDSB-201 
65 2M de NDSB-211 
68 0.5% de 1,2,3-heptanetriol 
72 5% de n-dodecil-β-D-maltosido 
82 30% de Etanol 
93 0.25% de Diclorometano 
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12. Artículo “NaTrxh is an essential protein for pollen rejection in Nicotiana by increasing 
S-RNase activity” 
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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 
a/ata, NaTrxh, which interacts with and reduces S-RNase in vitro. Here, we show that expressing a redox-in­
active mutant, NaTrxhss, suppresses both S-specific pollen rejection and rejection of pollen from Nicotiana 
plumbaginifo/ia. Biochemical experiments provide evidence that NaTrxh specifically reduces the Cys155-

Cys185 disulphide bond of Sc10-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 a/ata, Self-incompatibility, S-RNase. 

INTRODUCTION 

Because flowering plants rely on extrinsic vectors, such as 
insects and wind to disperse pallen, 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 pallen rejec­
tion mechanisms help to avoid crosses between species. 

Self-incompatible species in Solanaceae, Plantaginaeae, 
and Rosaceae display S-RNase-based SI, which is geneti­
cally controlled by the S-locus (de Nettancourt, 2001). Self­
crosses are prevented because pallen with an S-haplotype 
identica l to the pistillate parent is rejected . The S-locus 
includes two or more tightly linked genes that encade the 
pistil and pallen 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 pallen 
tu bes (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 pallen 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 pallen is accepted or 
rejected depending on the S-haplotype (de Nettancourt, 
2001; McClure and Franklin-long, 2006; McClure et al., 
2011). 

Because S-RNase acts as a cytotoxin, pollen-side SI 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
tal ization model suggests that PTs are resistan! 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 
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S-RNase and SLF proteins also contribute to sorne 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 poi­
len rejection in the tomato clade (Bedinger et al., 2017). In 

Nicotiana, S-RNase is implicated in both Nicotiana 

plumbaginifo/ia and Nicotiana tabacum pollen rejection 
(Murfett et al., 1996; Beecher et al., 1998), although via dis­

tinct mechanisms. Nicotiana p/umbaginifolia pollen rejec­
tion is similar to SI (although not S-specific), whereas 
N. tabacum pollen rejection differs in several respects (Li 

and ehetelat, 2010; Tovar-Méndez et al., 2014). 

Modifier genes (MGs) are also essential for both SI and 
interspecific pollen rejection (Murfett et al. , 1996; Bedinger 
et al., 2017). The in vivo functions of several MGs have been 

confirmad through loss- or gain-of-function studies 
(Mcelure et al., 1999; Kondo et al., 2002; Hancock et al., 
2005; Puerta et al., 2009; Jiménez-Durán et al., 2013; García­
Valencia et al., 2017), although their biochemical functions 

are unknown. For example, suppressing either of the two 

pistil-side MGs HT-8 and NaStEP causes loss of S-specific 
pollen rejection (Mcelure et al., 1999; Jiménez-Durán et al., 
2013). The exact function of HT-B is unknown, although it is 
degradad in compatible PTs (Goldraij et al., 2006). When 

NaStEP is suppressed, HT-B is degradad in both compatible 

and incompatible PTs, suggesting that it protects HT-B in 
incompatible crosses (Jiménez-Durán et al., 2013). NaSIPP, 

identified as a mitochondrial phosphate-carrier pollen pro­

tein that interacts with NaStEP, also results in SI disruption 
when suppressed (García-Valencia et al. , 2017). lmportantly, 

immunolocalization experiments show normal S-RNase 
uptake in HT-8 and NaStfPsuppressed lines (Goldraij et al., 
2006; Jiménez-Durán, 2013). Thus, the mere presence of 
S-RNase inside PTs is not sufficient for pollen rejection. 

We previously described a putativa MG from Nicotiana 
a/ata that encodes a thioredoxin (Trx) type h called NaTrxh 
(Juárez-Díaz 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
servad active site (WeXXe) (Holmgren, 1985). Both eys 

residues contained in this motif form a disulphide bond 
when the Trx is inactive/oxidized (Trx-S2). 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) 

wh ich 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 (Juárez­

Díaz et al., 2006), which includes Trxs that possess an exten­
sion towards their N-terminal, although NaTrxh contains a e­
terminal extension as well (Ávila-eastañeda et al. , 2014). 

In Arabidopsis, Trxs are expressed in the whole plant, 
although sorne 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 ealvin- Benson cycle, the anti­
oxidative stress system, germination and seedling devel­
opment, to mention just sorne 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 SI (eabrillac et al. , 2001 ; Haffani et al., 2004). 

NaTrxh is preferentially expressed in SI N. a/ata pistils 
comparad to those from self-compatible (Se) N. plumbagini­
folia (Juárez-Díaz et al., 2006; Mcelure 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 SI (Juárez-Díaz 
et al., 2006; Ávila-eastañeda et al., 2014). 

To test the above hypothesis, severa! attempts at NaTrxh 
silencing were carried out, although we were unable to 

recovar plants. Th is might be explained by the fact that 
NaTrxh is expressed in severa! N. a/ata organs (Juárez-Díaz 
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 (NaTrxhss) protein and found disruption of 
S-specific pollen rejection and rejection of pollen from se 
N. plumbaginifolia. Biochemical studies show that NaTrxh 
reduction occurs specifically at the eys155-eys185 disul­

phide in Sc10-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 poi len 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 SI 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 se 

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd, 
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N. plumbaginifolia and N. afata cv. BT, a horticultura! N. 

a/ata 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. a/ata and other self-in­
compatible (SI) species, indicating a role in pallen rejection 
(Figure S1a); however, quantitative reverse transcriptase­
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis confirms that 
all species assayed express the NaTrxhtranscript, 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. a/ata stylar transmitting tissue extracellular matrix, that 
it interacts with S-RNase, and that it is capable of reducing 
S-RNase disulphides (Juárez-Díaz et al., 2006; Ávila­
Castañeda et al. , 2014). To test whether NaTrxh functions 
in pallen rejection, we expressed a redox-inactive mutant 
of NaTrxh, NaTrxh55, with both cysteines substituted for 
serine in the conserved WCGPC motil. Because N. a/ata 
cannot be transformed (Beecher et al. , 1998), we generated 
three independent N. plumbaginifolia::NaTrxhss lines and 
crossed them with N. a/ata Scio- or SA2-pollen. Fourteen 
transgenic N. plumbaginifolia:: NaTrxhss x N. a/ata SA2So, 
and Sc,oSo hybrids reached maturity and six were selected 
for testing NaTrxhss expression and pallen rejection phe­
notype. For brevity, these are referred to as SA2•hybrids 
and Sc10-hybrids, respectively. Specific primers were 
designed to amplify NaTrxh55 and wild-type (wt) NaTrxh 

transcripts (differing in only three nucleotides, Figure S2). 
RT-PCR using NaTrxh55 specific primers confirmed 
NaTrxh55 transcript expression (Figure 1a), for which 
levels are lower than the wt NaTrxh transcript. Differences 
in expression leve Is might be a result of the promoters that 
drive their transcription. NaTrxh55 is under the control of 
the CaMV35S prometer, which may exhibit weaker expres­
sion in reproductive tissues than in vegetative enes (Wil ­
liamson et al., 1989; Murfett et al., 1992, 1995), whereas the 
native NaTrxh is under its own prometer, which, in 
N. a/ata, leads to high expression levels (Figure S1b). 
lmmunoblots showed that NaTrxh55 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 dependen! pallen rejection . Untransformed 
controls and Sc,o-hybrids expressing NaTrxhss were polli ­
nated with Sc,o- (incompatible) or SA2-pollen (compatible), 
and PT growth near the base of the style was checked alter 
72 h. Controls showed a normal S-specific pallen rejection 
response: Sc,0-PTs were rejected, although numerous SA2-
PTs reached the base of the style (Figure 1c, i, ii). However, 

NaTrxh is essential for poi/en rejection 3 

three independent Sc,o-hybrids expressing NaTrxhss lost 
S-specific pallen rejection, showing numerous PTs of both 
types at the base of the styles (Figure 1c, iii- vi). Five inde­
pendent SA2-hybrids expressing NaTrxhss also showed 
this phenotype, in which both Sc,o- and SA2-PTs were com­
patible (Figure S4). Because redox-inactive NaTrxhss pre­
vented S-specific pallen rejection, we conclude the redox 
activity of NaTrxh is essential for SI. 

Because transgenic hybrids expressing NaTrxhss also 
express wt NaTrxh from N. a/ata, the pallen rejection phe­
notype was expected to be partial. To test this, we per­
formed pollinations with fewer amounts of pallen grains 
aiming to determine whether there was a difference in the 
percentage of pallen tubes reaching the base of the 
style. S-specific pallen rejection in wt N. plumbaginifo­
/ia x N. a/ata Sc10Sc10 hybrids occurred between the 
stigma and one-third of the style, where uncountable num­
ber of pallen tubes were observed in the lower zones when 
pollinated with N. a/ata SA2SA2 pallen and 0% (n = 4) 
when pollinated with N. a/ata Sc10Sc10 pallen (Figure S5). 
When NaTrxh55-{!xpressing SA2-hybrids were pollinated 
with Sc10-pollen, we found that all pallen tubes grew 
towards the base of the style, as expected in a compatible 
cross (Figure 2). Conversely, when we pollinated 
NaTrxh55-{!xpressing SArhybrids with SA2-pollen (incom­
patible cross), 56.96 ± 20.6% (n = 3) of PTs reached the 
base of the style (Figure 2) . Similar resu lts were obtained 
when Na Trxhss-{!Xpressing Sc10-hybrids were tested: ali 
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
t ition between the wt NaTrxh and the mutant NaTrxhss for 
its substrate, the S-RNase. In addition, the low PTs accep­
tance could correlate with the expression levels of 
NaTrxh55 in transgenic hybrids (Figure 1a). 

NaTrxh is required for N. plumbaginifolia pallen rejection 

Because other MGs (i.e . HT proteins and NaStEP) are 
essential for interspecific pallen rejection (Hancock et al., 

2005; Jiménez-Durán et al., 2006), we evaluated the role of 
NaTrxh in this mechanism for N. plumbaginifolia. Fig­
ure 1d shows that untransformed Sc10-hybrids rejected 
N. plumbaginifolia pallen; however, the hybrids expressing 
NaTrxhss were compatible and showed N. plumbaginifo/ia 
PTs at the base of the style. The dominant-negative effect 
of NaTrxhss suggests that NaTrxh is required for 
N. plumbaginifo/ia pallen rejection, a mechanism in which 
NaStEP and HT-B are also involved. 

A biochemical mechanism for NaTrxh action 

The negative effect of redox-inactive NaTrxhss suggests 
that the S-RNase reduction by NaTrxh (Juárez-Díaz et al., 

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd, 
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Figure 1. NaTrxh55 prevents pollen rejection in Nicotiana. (a) A reverse transcriptase-polymerase chain reaction shows NaTrxh55 expression only in transgenic 
Scur and SA2•hybrids. Wild-type (wt) NaTrxh transcript is expressed in both transgenic and untransformed (UT) hybrids. Ubiquitin (U BO): loading control. 
(e) Untransformed (UT) and NaTrxh55-expressing Sc10-hybrids were challenged with compatible SA2•pollen or with incompatible Sc10-pollen and imaged at the 
base of the style (b) after 72 h. UT control shows .>specific pollen rejection (i versus ii) but hybrids expressing NaTrxh55 are compatible with both 5-genotypes 
(iii versus iv; v versus vi) . Id) UT hybrids reject Nicotiana plumbaginifolia pollen (i) but NaTnch5s-expressing hybrids are compatible (ii and iii). Ep, epidermis; 
arrows, cal lase plugs of the growing PTs; scale bar • 100 µM; n • 12. 

2006) is importan! for both S-specific and N. plumbaginifo­

lia pallen rejection. We evaluated the effect of NaTrxh on 
S-RNase enzyme activity and disulphide bond reduction 

aiming to better understand its biochemical activity. 
Purified Sc, 0-RNase was obtained in accordance with a 

previously reported method (Cruz-García et al. , 2005) and 
was assayed after treatment with dithiothreitol (DTT), 
Escherichia coliTrx, anda series of NaTrxh constructs (Fig­
ure 3a,b). Figure 3c shows that treatment with the strong 

thiol reducing agent DTT decreased Sc,0-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 Sc,0-RNase activity (ANOVA, 

P > 0.99999999) (Figure 3c) . NaTrxh, NaTrxhss, 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 NaTrxhss did not 
show any effect (ANOVA, P = 0.99999981) (Figure 3c). 

NaTrxh displays N- and e-terminal extensions outside 
its catalytic core (Ávila-Castañeda et al. , 2014) (Figure 3a). 
These extensions are not required for redox activity (Ávila­
Castañeda et al., 2014) in standard Trx assays (Holmgren, 

1979). Thus, they may be specific to NaTrxh functions. The 
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Figure 2. Co-expression of NaTrxhss along with NaTrxh partially disrupts polleo rejection phenotype. SArhybrids expressing NaTrxh55 were pollinated with low 
amount of pallen grains from Sc,0- or SA2•pollen wild-type (wt) Nicotiana a/ata. In the compatible cross (Sc:10-pollen), all pallen tu bes grew until the base of the style; in 
the incompatible cross (Sp.rpollen), 56.96 ± 20.6% (n • 3) tubes were accepted by the pistil and grew a long the style reaching the base, near the ovary. ArrO"Ns: pallen 
tubes (PT); scale bar • 80 JJ M, 

NaTrxh N-terminal extension includes two motifs: N<X and 

Np. Previous studies showed that NP is involved in NaTrxh 

secretion, although the function of N<X is unknown (Ávila-

Castañeda et al., 2014). The e-term inal extension is impor­

tan! for S-RNase interaction (Ávila-Castañeda et al., 2014). 

Figure 3c shows that reduction with an N<X deletion mutan! 
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Figure 3. NaTrxh reduces S-RNase and increases its ribonuclease activity. Structural features (a) and sodium dodecyl su lphate-polyacrylamide gel electrophore­
sis analysis of NaTrxh and the different constructs assayed for effects on Sc 1o-RNase (b). (el Ribonuclease activity of purified Sc1o-RNase (untreated) or Sc1o­
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!l, and NaTrxhACOO increased this activity; NaTrxhAN!lP, 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 > O.OS, " P > 0.01, and .... p > 0.00001, respectively. 

(NaTrxhANa) increased Sc10-RNase activity (ANOVA, 

P = 0.0000015), albeit to a lesser extent than intact NaTrxh 
(ANOVA, P = 0.00616719). However, the NaTrxhANa~ mutant, 
with both Na and N~ deleted, had no effect on Sc10-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 e-terminal exten­
sion results in a protein (NaTrxhAeOO) that, although 
unable to form a stable complex w ith S-RNase (Ávila-eas­
tañeda 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 e-terminal extensions function differently, and the N~ 
motil appears to be particularly importan! for specific 
reduction. 

On the other hand, our results indicate that NaTrxhss 
must be affecting S-RNase reduction by NaTrxh in trans­
genic hybrids, provoking the observed breakdown of poi­
len rejection response in the NaTrxh5s expressing hybrids 
(Figure 2). To investigate the effect of NaTrxhss on 
S-RNase activation, we treated Sc10-RNase with a mix con­
taining equimolar amounts of NaTrxh and NaTrxh55 and 
measured the ribonuclease activity. As shown in Figure 4a, 
when both redox-active and inactive NaTrxh proteins are 
present, Sc10-RNase did not reach activity levels similar to 
those when NaTrxh is alone. This result confirms that the 

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

The hypothesis is that the interaction NaTrxhss with 
S-RNase in vivo is sufficiently stable to prevent reduction 
by NaTrxh. To test this possibil ity, we pre-incubated Sc10-

RNase with different amounts of NaTrxhss for 1 h before 
performing the NaTrxh reduction assay and then, the 
ribonuclease activity was determined. The results showed 
that, by adding NaTrxhss 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 µM NaTrxhss (ANOVA, P = 0.0072, 
compared with fully activated S-RNase) and no effect when 
80 µM NaTrxhss 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 NaTrxh55: 

S-RNase interaction is sufficiently strong to prevent the 
interaction of S-RNase with NaTrxh and its subsequent 
reduction , which would suggest that NaTrxhss acts as a 
competitive inhibitor. 

Binding assays, via affinity chromatography using 
NaTrxhss as ba it, 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 (Juárez-Díaz et al., 2006; 
Ávila-eastañeda et al., 2014). Because the interaction 
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Figure 4. Nalrxhss is a competitive inhibitor for S-RNase enhancement activity by NaTrxh. (a) Purified Sc,o•RNase was treated with equimolar amounts of both 
NaTrxh and NaTrxh55, shown in (bl, or with each version of NaTrxh. Reduction was performed with NAOPH and NTR. Sc10-RNase activity was measured after 
30 min and the activation percentage was ca1cu1ated. (e) The interaction between S-RNase and wild-type (wt) and mutant versions of NaTrxh was observad by 
pull-down assays, where Sc1o-RNase was passed through columns with NaTrxh or NaTrxhss, as indicated. Elutions were made with blnding buffer containing 
0.1 and 0.2 M NaCI, 0.1% Tween-20 (Tw), and, finally, with 50 mM glycine plus 50 mM, pH 2.6 buffer (El to elute strongly bound proteins, as reported previously 
(Juárez-Díaz et al., 2006; Ávila-Castañeda et al., 2014). AII recovered fractions were analysed with Sc,0-RNase specific antibodies. 1, Input; UN, Unbinding; W, 
Wash. (d) Purified Sc10-RNase was pre-incubated with different amounts of NaTrxhss (20, 40, 60 and 80 µM) 1 h before NaTrxh reduction (peñormed using 20, 
40, 60 or 80 µM of NaTrxh). Then, ribonuclease activity was determined and the activation percentage was calculated. Sc,o-RNase activity significantly increased 
after being reduced by NaTrxh; however, the addition of NaTrxhss negatively affected S-RNase activation in a dose-dependent manner. Equimolar amounts of 
NaTrxhss and NaTrxh causad no S-RNase activation. The full lack of activation observed with 80 µM NaTrxhss was not reversible by adding increasing amounts 
of NaTrxh. Data are shown as the mean ± SE (n • 3). The results differ at np > 0.01, and nnp > 0.00001 , respectively. 

between NaTrxhss and S-RNase is strong, we tested 
whether wt NaTrxh can displace this mutant protein when 
it is interacting with S-RNase by pre-incubating S-RNase 

with a constan! amount of NaTrxhss and adding increasing 
amounts of wt NaTrxh. AII treatments resulted in ribonu­
clease activity similar to that observed w ith 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 Sc,o­
RNase 

Sequence analysis and 3D stud ies provide structural infer­
mation about S-RNases from solanaceous species. Align­
ments reveal five conserved regions, e1 to e5, including 
active site regions in e2 and e3, and two variable regions 
(HVa and HVb) (Anderson et al., 1989). The crystal structure 
of N. a/ata SFll-RNase (Ida et al., 2001) shows feur disul­
phide bonds (eys16-eys21 , eys46-eys94, eys153-eys186, and 
eys169-eys180) that are conserved in solanaceous S-RNases 
(Anderson et al., 1989). Sorne S-RNases, such as N. a/ata 
Sr and S6-RNases, have a ninth eys that remains free 
(Anderson et al., 1989). Nicotiana a/ata Sc10-RNase con­
tains 10 eys residues and alignment with S,,,-RNase sug­
gests that, although eys,,reys21, eys45-eysg., eys,ss­
eys185, and eys168-eys179 are disulphide bonded, eys77 and 
eys95 remain free (Figure S6). 

The loss of activity of the Sc10-RNase alter DTT reduc­
tion, in contras! to the positive effect on ribonuclease activ­
ity alter NaTrxh treatment (Figure 3c), suggests that 
NaTrxh reduction does not occur en the feur S-RNase 
disulphide bonds. Therefere, reduction, N-ethylmaleimide 
(NEM) modification and mass spectrometry were used to 
identify the disulphide bonds in Sc10-RNase that are specif­
ically targeted by NaTrxh. Purified Sc,o-RNase was treated 
with NaTrxh and the pattern of NEM modification was 
compared w ith that fer untreated and Tris(2-carboxyethyl) 
phosphine hydrochloride (TeEP) reduced controls. Table 1 
shows that modified peptides conta ining eys77 and eys95 
were observed in both control and NaTrxh treated sam­
ples, confirming that these residues do not participate in 
disulphide bonds. However, peptides containing modified 
eys155 and eys185 were only detected after reduction by 
TeEP and NaTrxh, indicating that these residues participate 
in a disulphide that is reduced by NaTrxh (Table S1 and 
Figure S6). The 3D model of Sc10-RNase was made based 
on the S,11-RNase structure (Ida et al., 2001) and it shows 
that the eys155-eys185 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 (eabrillac et al., 2001; Haffani 
et al., 2004) and Prunus SI (Muñóz-Sanz et al., 2017). Trxs 
inhibit the Brassica S-locus receptor kinase (SRK; the pistil 
S-specificity determinan!), although this may not occur in 
ali situations (eabrillac et al. , 2001 ; Haffani et al., 2004). 
Prunus armeniaca (apricot) M-locus mutants behave as 
true MG mutations and cause breakdown of SI 

independently of S-RNase or SFB (~locus !:-!?_ox protein, 
pollen-side S-specificity determinant in Prunus; Vilanoba 
et al., 2006). The M-locus gene is a disulphide bond oxi­
doreductase expressed in pallen, ParMDO (P. armeniaca 
DsbA-like oxidoreductase, a Trx-superfamily member; 
Muñóz-Sanz et al., 2017). This is significant because the 

oxidoreductase activity is clearly required fer SI pallen 
rejection . Here, we show direct in vivo evidence involving 
NaTrxh reductase activity as being essential in Nicotiana SI 
and in N. plumbaginifo/ia pallen rejection through the 
expression of the redox-inactive NaTrxhss• 

lt is rare to have direct biochemical insight into the roles 
of MGs fer several reasons. HT-B, for example, is a protein 
for which the function is unknown, making it difficult to 
propase a specific biochemical role within SI pathway. 
NaStEP, another SI essential protein, has been identified 
as a Kunitz-type proteinase inhibitor (Jiménez-Durán et al., 
2013); however, its target remains uncovered. eontrast­
ingly, NaTrxh is a well -established Trx that clearly reduces 
and interacts with S-RNase in vitro (Juárez-Díaz et al., 
2006). Here, we show that NaTrxh enhances Sc10-RNase 
seven-fold in vitro (Figure 3) and that this is caused by a 
highly specific reduction of the eys155-eys185 disulphide 
bond (Table 1, Figures 5 and S6). 

The eys155-eys185 disulphide bond of Sc10-RNase is con­
served in ali 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 eys155-eys185 disulphide bond reduction on S-RNase 
affects its conformation, we may hypothesize that th is 
specific reduction could favour interaction with the RNA or 
promete 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 (N<l and NP) and also an extension towards its e-ter­
minal (Ávila-eastañeda et al., 2014). lts 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 weGPe 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 
(Juárez-Díaz et al., 2006; Ávila-eastañeda et al., 2014). 
which is weakened when the N- or the e-terminal deleted 
NaTrxh forms are used as baits, showing that both N- and 
e-terminal extensions participate in the interaction of 
NaTrxh with S-RNase (Ávila-eastañeda et al., 2014). Ávila­
eastañeda et al. (2014) reported that deleting N<l 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 Sc10-RNase activity. The NaTrxh N-terminal 
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Table 1 S-RNase disulphide bond reduction by NaTrxh 

Peptide 

AFEYMQL VLOWPTAFCHTTPCK 

PDNVSTTLNYCAAKENFKNIE 
WPDL TT AETYCKQHQNFWRHE 
WRHEYNKHGKCCSESYNREQY 

KITOGYPNLSCTKGIMELVEI 
GIMELVEIGICFDSMVKNVIN 
FDSMVKNVINCPHPKTCKPTG 
NVINCPHPKTCKPTGSNEIKF 

Protein position 

Cys-16 
Cys-21 
Cys-45 
Cys-77ª 
Cys-94 
Cys-95 
Cys-155* 
Cys-168 
Cys-179 
Cys-185* 

NaTrxh is essential for poi/en rejection 9 

Cys with NEM modification 

Untreated 

+ 

TCEP 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

NaTrxh 

+ 

+ 

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 alter reduction by NaTrxh. 

Figure 5. NaTrxh specifically reduces the CysH;s· 
Cys,85 disulphide bond of Sc,0-RNase. The three--di ­
mensional model of the SF11-RNa se (Protein Data 
Bank: 1100) (a) was used as template to generate 
the Sc10-RNase 30 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 
(Cys 155-Cys 185 in Sc10-RNase, which corresponds to 
Cys 153•Cys, es in SF1r RNase) as targeted by NaTrxh. 

(a) S1.,•RNase 

N~ motif appears to be particularly importan! because the 
NaTrxhAN<I~ construct completely failed to increase the 
ribonuclease activity of Sc10-RNase. The NaTrxh e-terminal 
domain is more enigmatic. Binding studies showed that 
the NaTrxht.eOO mutan! is unable to form a stable com­
plex with S-RNase (Ávila-eastañeda et al. , 2014), although 
the results in Figure 3 show that it is able to enhance Sc,o­
RNase activity in vitro as the wt NaTrxh does. This sug­
gests that the binding activities of N<IP and the e-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 severa! 
studies, the activity values range from 170 to 2200 U for 
S1, S3, S4, S6 and S,-RNase haplotypes from N. a/ata 
(Mcelure et al., 1989), 30 U for S1-RNase from Petunia 
hybrida (elark et al., 1990) and 106 to 164 U for the S1, S2 

and Sr RNases from P. Petunia inflata (Singh et al., 1991 ). 
The differences in the activity levels among distinct 

(b) 5<10-RNase 

haplotypes are evident and it has been demonstrated that 
severa! 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 e lark et al. (1990) 
for S1-RNase from P. hybrida. Despite these differences, ali 
S-RNases function for pallen rejection. Regardless, our 
most remarkable finding is that Sc10-RNase activity is posi­
t ively affected by NaTrxh reduction and this could apply to 
other S-RNase haplotypes because the disulphide bond 
that is reduced is conserved among ali S-RNases. 

Although S-RNase exhibits activity when purified (i.e. 
befare being reduced by NaTrxh), we propase that it would 
not be sufficient to preven! PT growth as observed from 
the in vivo data from pollinations of NaTrxh5, 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 
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is not sufficient to degrade RNA in incompatible pallen 

tubes. This idea is supported by the fact that both self and 
non-self-S-RNases enter pallen tubes (Luu et al., 2000; 

Goldraij et al., 2006) and might have certain levels of activ­

ity but do not cause pallen 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 resultan! S-RNases 
were not sufficiently active to kili the cells because signifi­
can! amounts of the ribonuclease were recovered alter 

induction with isopropyl ~-o-1-thiogalactopyranoside 
(IPTG) (Gamage et al. , 2000; ehen et al., 2018). 

Based on our results, we propase that transgenic 

hybrids expressing NaTrxhss lost their ability to reject self­
pollen because NaTrxhss interacts with S-RNase, forming 
a stable complex that avoids reduction of the disulphide 

bond targeted by NaTrxh; thus, NaTrxhss would actas 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 NaTrxh5s-expressing hybrids. A similar phenotype was 

observed in THL7/2-antisense suppressed lines of Brassica 

napus. Those lines had a significan! decrease in 
both THL 1 and THL2 mRNA levels and showed a reduced 

poi len growth, indicating that THL1 and THL2 are essential 
for full pallen acceptance (Haffani et al., 2004). 

We propase 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. eonformational 
changes in both Trx and target protein structures derived 
from reduction by Trx would promete the target release 
(Holmgren, 1995). By contras!, when the interaction occurs 

between S-RNase and NaTrxhss 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 SI 

phenotype observed in NaTrxh5s-expressing hybrids, indi­
cating that full activation of S-RNase is necessary for full 

pallen rejection response. 
We suggest that NaTrxh functions by increasing 

S-RNase ribonuclease activity for pallen 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 cou ld act on proteins 
other than S-RNase, we note that NaTrxh is preferentially 

expressed in SI species (or recently derived se accessions, 
Figure S1) and its ability to enhance the ribonuclease activ­

ity of Sc,o-RNase in vitro is clear (Figure 3). Because the 
NaTrxhss dominant-negative phenotype in pallen compati­
bility and species that do not express a NaTrxh-like protein 

show normal PT growth, we conclude that NaTrxh is only 

required for pallen rejection (i.e. S-specific pallen rejection 
and rejection of pallen from se N. plumbaginifoi/a; 

Figure 1c,d and S4). 
The seven-fold increase of ribonuclease activity (Fig­

ure 3c) strongly suggests that NaTrxh prometes the cyto­

toxic activity of S-RNase. We propase 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 pallen rejection alter 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 compartmental iza­

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 pallen tube RNA 
degradation and pallen 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 pallen 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 SI (Vilanoba et al., 2006). 
In both cases, however, the oxidoreductase activity is 

required only for S-RNase-dependent pallen rejection and 
its absence leads to compatibility. Thus, these MG func­
tions may suggest late-stage similarities between pallen 
rejection mechanisms in Solanaceae and Prunus, which 

are otherwise curiously different even though both rely on 
S-RNase and pallen expressed F-box proteins to determine 
S-specificity. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Plant material 

SI N. a/ata (SA2SA2, Sc,oSc,o. and S,osS,osl, se Nicotiana glauca, 
Se N. tabacum 'Praecox'(inventory no. TI 1347), Se 
N. plumbaginifolia (inventory no. TW107, accession 43B), se Nico­
tiana longiflora (inventory no. TW79, accession 30A), SI Nicotiana 
rastroensis, and se Nicotiana benthamiana have been described 
previously (Jiménez-Durán et al., 2013). AII plants were grown 
under greenhouse conditions. 

Generation of transgenic N. plumbaginifolia:: 
NaTrxh55 x N. a/ata Sc,oSo or S.uSo hybrids 

The redox-inactive oxidoreductase NaTrxh mutan!, NaTrxhss, was 
generated by substituting Ser residues for eys., and eysos- Site­
directed mutagenesis was performed by overlap extension (Ho 
et al., 1989) using wt NaTrxh cDNA as the template (Juárez-Díaz 
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Figure 6. Nal rxh increases the ribonuctease activity of the S-RN ase to act as a cytotoxin in the pallen rejection response. In the collaborative non-self-recogni­
tion model, compatibility is attributed to ubiquitination and degradation of non-self-S-RN ase. In the compartmentalization model, compatibility is attributed to 
S-RN ase sequestration in the endomembrane system. In either case, the free S-RNase is reduced by NaTrxh, provoking a remarkable increase in its ribonuclease 
activity, enabling it to degrade pallen tube RNA ECM, extracellular matrix; PT, pallen tube. 

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' -GCGCGCGGGAA TTCAA TTT A TTGGACATGAAA-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 NaTrxhss sequence was generated in a third ampli fication 
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 (lnvitrogen, 
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
moler 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 SI N. afata s.,s., 
or Sc,oSc10• Fourteen N. plumbaginifolia x N. a/ata SA,So or 
N. p/umbaginifolia x N. a/ata Sc,oSo hybrid progeny (S.,- or Sc ,o· 
hybrids, respectively) reached maturity and were evaluated for 
NaTrxh55 expression and pollen rejection. 

Na TrxhSS expression in transformed hybrids and 
pollination phenotyping 

Pistil RNA was extracted using Trizol reagent (Ambion, Austin, TX, 
USA) and treated with RNase-free DNase 1 (New England Biolabs, 
Beverly, MA, USA) to analyze NaTrxh55 expression. M-MLV Rev­
erse Transcriptase (Sigma, St Lou is, MO, USA) was used to syn­
thesize cDNA from pistil RNA (2 µg). NaTrxh55 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 '-CCAACCACTCTCTCTACTTCCTTTCCñGC-3') 
primers (187 bp PCR product expected) (Figure S2). 

Mature flowers from S.,- or Sc10-hybrids were poll inated with 
N. afata Sc,o· or S..,-pollen. Pistils were prepared and stained with 
aniline blue (Jiménez-Durán et al., 2006) alter 72 h. Pollen tube 
growth to the base of the style was observad using an Provis 
AX70 microscope (Olympus, Tokyo, Japan). For quantitative anal­
ysis, tour or three (as ind icated) pollinated pist ils 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, NaTrxht.Na, NaTrxhóNap, and NaTrxhóCOO con­
structs were expressed as GST fus ions in E. coli BL21(DE3) plysS 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) from pGEX 4T-2 (GE Healthcare, 
Chicago, IL, USA) as described previously (Juárez-Díaz et al., 2006; 
Ávila-Castañeda et al., 2014), and NaTrxhss was expressed sim i­
larly. GST fusion proteins were overexpressed in E. co/i cultures at 
0D600 of 0.5-0.7 by adding 0.1 mM IPTG and were harvested alter 
3 h at 37°C. Fusion proteins were recovered from the soluble frac­
tion alter sonication and glutathione-agarose (Sigma) chromato­
graphy. NaTrxh, NaTrxhóNa, NaTrxhóNap, NaTrxhóCOO, 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 

Sc10-RNase was purified from mature N. afata Sc,oSc,o pistils by 
CM- and SP-Sepharose cation exchange chromatography as 
described previously (Cruz-García 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). 
Sc,o-RNase-containing fractions were identified by sodium dode­
cyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and 
immunoblot analysis. 

Purified Sc10-RNase (6 µg) 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, NaTrxht.Na, NaTrxMNa~. NaTrxht.COO, NaTrxhss. 
NaTrxh + NaTrxhss or E. coli Trx (Sigma) using NADPH and 
recombinan! E. cofi NTR (Sigma) for electron transfer, as 
described previously (Juárez-Díaz 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-mI- 11. Assays were performed for 30 min at 37ºC in O. 1 M 
potassium acetate (pH 71, O.OS M KCI and 25% glycerol. The results 
are reported as 1 U = 1 A200-min- 1-mI- 1 (McClure eta/., 1989). 

For competition assays, Sc10-RNase was pre-incubated with dif­
ieren! NaTrxhss concentrations (20, 40, 60 or 80 µM) 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-NaTrxhss fusion proteins (100 µg of each 
purified recombinan! protein) were immobilized on glutathione­
agarose resin. Purified Sc,o-RNase (20 µg) 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 0.2 M NaCI and 1% 
Tween-20. To elute strongly bound proteins, a 50 mM glycine plus 
50 mM NaCI (pH 2.6) buffer was used as reported previously 
(Juárez-Díaz et al., 2006; Ávila-Castañeda et al. , 2014). 

ldentification of S-RNase disulphide bonds targeted by 
NaTrxh 

Sulphydryl groups were blocked on the purified Sc,o-RNase 
(20 µg) without reduction, reduced with the NADPH/NTR/NaTrxh 
system as described previously (Juárez-Díaz et al., 2006), or with 
0.1 M TCEP (Sigma), by the addition of 20 µg 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). 

Sc10-RNase from N. a/ata three-dimensional model 

The Sc,o·RNase three-<limensional model was constructed in 
sw,ssMOO€L (https://swissmodel.expasy.org) based on the s,,,· 
RNase structure from N. afata (Protein Data Bank: 1100), which 
has 47.4% of sequence identity. One thousand minimization steps 
were performed in CHIMERA (Penersen et al., 2004). 
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Figure S1 . NaTrxh is primarily expressed in pistils from SI 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 SI back­
ground (SI and se•¡ (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 pfumbaginifofia. 
NaTrxh transcripts were detected in ali of the tested species. 
Analyses were performed in triplicate. SI, self-i ncompatible; SC, 
self-compatible; se•, self-compatible that lacks one or more SI 
proteins. 

Figure S2. NaTrxh and NaTrxhss sequence alignment and specific 
amplification. (A) Alignment of NaTrxh and NaTrxhss sequences 
showing the three point mutations (blackl generated substituting 
serine for cysteine in the WCGPC motil. Light grey: specific pri ­
mers used to amplify NaTrxh; cyan: primers employed to specifi ­
cally 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 mutan! 
template (SS). Right: NaTrxhs5-specific primers amplify the 
expected 279-bp product from the mutan! template (SS) but not 
from the wild-type (WT). 
Figure S3. Expression of S-RNase and MGs is not affected by 
NaTrxhss expression in Sc,o- or SA2•hybrids. (A) Protein-blot anal­
ysis of pistil protein extracts. Blots were probed with the antibod­
ies shown at left. UT, untransformed Sc,.-hybrids (1 and 2). Three 
Sc10-hybrids (3, 4, and 5) and three SA2•hybrids (6, 7, and 8) 
expressing NaTrxhss are shown. These hybrids express Sc,o· 
RNase or SA2-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. SA2•hybrids expressing NaTrxhss show loss of S-speci­
fic pollen rejection. An SA,-hybrid expressing NaTrxhss was chal­
lenged with pollen from N. afata SA,SA2 (incompatible) or Sc,oSc,o 
(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 SS. Self-pollen rejection in wt N. pfumbaginifolia x N. afata 
hybrids. Wt Sc,0-hybrids were challenged with pollen from 
N. afata SA2SA2 (compatible) or Sc,oSc,o (incompatible). Pollen 
tubes (arrows; PT) were visualized at the stigma and along the 
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style only in the compatible cross (SA2-pollen). In an incompatible 
cross (Sc,o-pollen), pallen tube growth is inhibited at stigma level, 
indicating that self-pollen rejection occurs at the style clase to the 
stigma. 

Figure S6. S-RNase disulphide bonds. Alignment of S,,11- and 
Sc,0-RNase sequences (Ida et al., 2001 ). Arrows, free Cys residuos. 
The Cys155-Cys185 Sc10-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 
Sc10-RNase samples. Cys77 (a, blue-bold) NEM-modified regard­
less of reduction, indicating that it is not disulphide hended. 
Cys155 and Cys185 (asterisk, black box) are specifically NEM-modi­
fied alter reduction by NaTrxh. 

REFERENCES 

Anderson, M.A., Mcfadden, G.I., Bernatzky, R., Atkinson, A., Orpin, T., Oed­
man, H., Tregear, G., Fernley, R. and Clarke, A.E. (1989) Sequence vari­
ability of three alleles of the Self-incompatibility gene of Nicotiana alata. 
Plant Ce//, 1, 483-491 . 

Arnér, E.S. and Holmgren, A. (2000) Physiological functions of thioredoxin 
and thioredoxin reductase. Eur. J. Biochem. 20, 6102-6109. 

Ávila-Castañeda, A., Juí rez-Dlaz, J.A., Rodríguez-Sotres, R., Bravo-AJberto, 
C.E., lbarra-Sinchez, C.P., Zavala-Castillo, A., Cruz-Zamora, Y., Martínez­
Castilla, LP., Márquez-Guzmán, J. and Cruz-García, F. (2014) A novel 
motif in the NaTrxh N-terminus promotes its secretion, whereas the C­
terminus participates in its interaction with S-RNase in vitro. BMC Plant 
Biol. 14, 147. 

Bedinger, P.A., Broz, A.lt, Tovar-Nlendez, A. and McClure, B. (2017) Pollen-pis• 
til interactions and their role in mate selection. Planr Physiol. 173, 79-90. 

BHcher, B., Murfett.. J. and McClure, B.A. (1998) RNasel from Escherichia 
coli cannot substitute for S-RNase in rejection of Nicotiana plumbaginifo­
lia pollen. Plant Mol. Biol. 36, 553-563. 

Cabrillac, D., Cock, J.M., Dumas, C. and Gaude, T. (2001) The S.locus recep· 
tor kinase is inhibited by thiaredoxins and activated by pallen caat pro­

teins. Narure, 410, 220-223. 
Chen, J., Wang, P., de GrH I, B.H.J ., Zhang, H., J iao, H., Tang, C., Zhang, S. 

and Wu, J. (2018) Phasphatidic acid counteracts S-RNase signaling in 
pallen by stabilizing the actin cytoskeletan. Plant Cell, 30, 1023-1039. 

Clark, K.R., Okuley, J.J., Collins, P.D. 1nd Sims, T.L. (1990) Sequence vari• 
ability and developmental expressian of S-alleles in self-incampatible 
and pseuda·self-incampatible Petunia. Plant Cell, 2, 815--826. 

Cruz-García, F., Hancock, C.N., Kim, D. and McClure, B. (20051 Stylar glyco• 
prateins bind to S-RNase in vitra. Plant J. 42, 295--304. 

de Nettancourt, D. (20011 • rhe genetic basis of self-incompatibility" in 
lncompatibility and incongruity in wild and cultivated plants. (New York: 
Spring-Verlag, pp. 39- 54. 

Gamage, N., Matsuura, T., Norioka, N., Yoshimura, Y., Takasaki, T., Nakan­
ishí, T. and Norioka, S. 12000) Expressian of a fusion protein of Pyrus 
pyrifolia S-RNase with glutathiane-S-transferase in E. coli. Biotech Lett. 
22, 1413-1417. 

García-Valencia, LE., Bravo-Alberto, C.E., Wu, H.M., Rodríguez-Sotres, R., 
Cheung, A.Y. and Cruz-García, F. (2017) SIPP, a novel mitochondrial 
phosphate carrier, mediates in self-incompatibility. Plant Physiol. 175, 
1105-1120. 

Gelhaye, E., Rouhi«, N. and Jacquot, J.P. (2004) The thioredoxin h system 
of higher plants. Plant Physiol Biochem. 42, 265-271 . 

Goldraij, A., Kondo, K., LH, C.B., Hancock, C.N., Sivagun.i, M., Vazquez­
Santana, S., Kim, S., Phillips, T.E., Cruz-Garcia, F. and McClure, B. (2006) 
Compartmentalization of S-RNase and HT-B degradation in self-incom­
patible Nicotiana. Narure, 439, 805-810. 

Hallani, Y.Z., Gaude, T., Cock, J .M. and Goring, D.R. 120041 Antisense sup• 
pression of thioredoxin h mRNA in Brassica napus cv. Westar pistils 
causes low level constitutiva pallen rejection response. Plant Mol. Biol. 
55, 619-630. 

Hancock, C.N., Kent, L. and McClure, B.A. (20051 The stylar 120 kDa glyco• 
protein is required for 5-specific pollen rejection in Nicotiana. Plant J. 43, 
716-723. 

Na Trxh is essential for pallen rejection 13 

Ho, S.N., Hunt, H.D., Horton, R.M., Pullen, J.K. and Pene, LR. (1989) Site• 
directed mutagenesis by overlap extension using the polymerase chain 
reaction. Gene, 77, 51--69. 

Holmgren, A. (1979) Thioredoxin cata lyzes the reduction of insulin disul­
fides by dithiothreitol and dihydrolipoamide. J. Biol. Chem. 254, 9627-

9632. 
Holmgren, A. (1985) Thioredoxin. Ann. Rev. Biochem., 54, 237- 271. 
Holmgren, A. (1995) Thioredoxin structure and mechanism: canformational 

changes of the active-site sulfhidryls to a disulfide. Structure, 3, 239-243. 
Hua, Z.H. and Kao, T.H. (2006) ldentification and characterization of compa­

nents of a putative Petunia S-Locus F-Box-containing E3 ligase complex 
involved in S-RNase-based self-incompatibility. Mol Plant. 1, 575-585. 

Ida, K., Norioka, S., Yamamoto, M., Kumasaka, T., Yamashita, E., Newbigin, 
E., Clartte, A.E., S1kiyam1, F. and Sato, M. (2001) The 1.55 A rasolution 
structure of Nicotiana afata SF, 1-RNase associated with gametophytic 
self•incompatibility. J. Mol. Biol. 314, 103-112. 

Jiménez-Durán, K. 12013) Una proteína estigmática esencial en la autoin­
compatibilidad y regulador positivo de la estabilidad de HT-8 en los 
tubos polfnicos de Nicotiana. PhD Thesis. UNAM. 

Jiménez-Durán, K .• McClure, B., Garcfa-Campuu no, F., Rodrfguez-Sotres, 
R., Cisneros, J., Busot, G. and Cruz-García, F. (2013) NaStEP: a proteinase 
inhibitor essential to self-incompatibility and a positive regulator of HT-8 
stability in Nicotiana afata pallen tubes. Plant Physiol. 161, 97- 107. 

Juí rez-Oíaz, J.A, McClure, 8., Vízquez-Santana, S., Guevara-García, A., 
León-Mejía, P., Mí,quez-Guzmín, J. and Cruz-García, F. (2006) A novel 

thioredoxin h is secretad in Nicotiana a/ata and reduces S-RNase in vitro. 
J Biol Chem. 281, 3418-3424. 

Kondo, K., Yamamoto, M., Matton, D.P., Sato, T., Hirai, M., Norioka, S., Hat­
tori, T. and Kowyama, Y. (2002) Cultivated tomato has defects in both 5-
RNase and HT-8 genes required for stylar function of self-incompatibility. 
Plant J. 29, 627-636. 

Kubo, K., Entani, T., Takara, A. er a/. (2010) Collaborative non-self-recogni­
tian system in S-RNase-based self-incompatibility. Science, 5, 796-799. 

Kumar, J.K., Tabor, S. and Richardson, e.e. (2004) Proteomic analysis of 
thioredoxin-targeted proteins in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 101, 3759-3764. 

Lai, Z., Ma, W., Han, B., Llang, L, Zhang, Y., Hong, G. and Xue, Y. 
(20021 An F-box gene linked to the self-incompatibility (Si locus of 
Antirrhinum is expressed specifically in pollen and tapetum. Plant 
Mol. Biol. 50, 2!1--42. 

U, W. and Chetelat, R.T. (2010) A pallen factor linking ínter- and intraspeci­
fic pallen rejection in tomato. Science, 330, 1827- 1830. 

Luu, D.T., Oin, X., Morse, D. and Cappadocia, M. (20001 5-RNasa uptake by 
compatible pallen tubes in gametophytic self-incampatibility. Nature, 
407, 649-651 . 

Marchand, C., Le Maréchal, P .• Meyer, Y., Miglniac-Maslow, M., lssakidis­
Bourguet, E. and Decottignies, P. (2004) New targets of Arabidopsis 
thioredoxins revealed by prateomic analysis. Proteomics, 4, 2696-2706. 

Marx, C., Wong, J.H. and Buchanan, B.8. (2003) Thioredoxin and germinat­
ing barley: ta rgets and protein redox changas. Planta, 216, 454-460. 

Meyer, Y., Vignols, F. and Reichheld, J.P. (20021 Classification of plant 
thioredoxins by sequence similarity and intron position. Methods Enzy­

mol. 347, 394-402. 
McClure, B.A., Cruz-García, F. and Romero, C. (2011) Compatibility and 

incompatibility in S-RNase-based systems. Ann Bot. 108, 647-658. 
McClure, B.A. and Franklin-long, V. (2006) Gametophytic self-incompatibil­

ity: understanding the cellular mechanisms involved in •selr pallen tube 
inhibition. Planta, 224, 233-245. 

McClure, B.A., Gray, J.E., Anderson, M.A. and Clarke, A.E. (19901 Self-in· 
compatibility in Nicotiana afata involves degradation of pallen rRNA. 
Nature, 347, 757- 760. 

McClure, 8., Haring, V., Ebert, P.R., Anderson, M.A., Simpson, R.J., 
Sakiyama, F. and Clarke, A.E. (1989) Style self-incompatibility gene prod­
ucts of Nicotiana afata are ribanucleases. Nature, 342, 955-957. 

McClure, B.A., Mou, 8., Canevascini, S. and Bernatzky, R. (1999) A small 
asparagine-rich protein required for S-allele-specific pallen rejection in 
Nicotiana. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 13548-13553. 

Murlett, J., Comish, E.C., Ebert, P.R., Bonlg, l., McClure, B.A. and Clartce, 
A.E. (1992) Expression of a self-incampatibility glycoprotein (S2-ribonu­
ctease) from Nicotiana afata in transgenic Nicotiana tabacum. Plant Cell, 
4, 1063-1074. 

© 202D Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Lid, 
The Plant Journal, (2020), doi: 10.1111/tpj.14802 



 
130 

 

 

14 Maria D. Torres-Rodríguez et al. 

Murfett, J., Ebert, P.R., Haring, V. and Clarke, A.E. (19951 An S-RNase pro• 
moter from Nicotiana afata functions in transgenic N. afata plants but 
not Nicotiana tabacum. Plant Mol. Biol. 28, 957- 963. 

Murfett, J ., Strabala, T.J ., Zurek, D.M., Mou, B., Beecher, B. and McClure, 
B.A. (1996) S-RNase and interspecific pollen rejection in the genus Nico­
tiana: multiple pollen-rejection pathways contribute to unilateral incom­
patibility between self-incompatible and self-compatible species. Plant 
Ce//, 8, 943-958. 

Muñoz-Sanz, J.V., Zuriaga, E., Badenes, M.L. and Romero, C. (2017) A disul­
fide bond A-like oxidoreductase is a strong candidata gene far self-in­
compatibility in apricot (Prunus armeniaca) pallen. J. Exp. Bot. 68, 5069-
5078. 

Pettersen, E.F., Goddard, T.D., Huang, e.e., Couch, G.S., Greenblatt, O.M., 
Meng, E.C. and Ferrin, T.E. (2004) UCSF Chimera-a visualization sys­
tem for exploratory research and analysis. J. Comput. Chem. 25, 1605-
1612. 

Puerta, A.R., Koichiro, U., Takato, K. and Hidenori, S. 12009) ldentification 
and functional analysis of pistil self-incompatibility factor HT-B of Petu• 
nia. J Exp Bot. 60, 1309- 1318. 

Singh, A., Ai, V., Kao, T.H. (1991) Characterization of ribonuclease activity of 
three S-allele-associated proteins of Petunia inflata. Plant Physiol. 96, 61-
68. 

Tovar-Méndez, A., Kumar, A., Kondo, K., Ashford, A., Baek, V.S., Welch, L , 
Bedinger, P.A. and McClure, B.A. (2014) Restoring pistil-side self-incom­
patibility factors recapitulates an interspecific reproductive barrier 
between tomato species. Plant J. 11, 727- 736. 

Vilanova, S., Badenes, M.L., Burgos, L., Martínez.Calvo, J ., Llácer, G. and 
Romero, e. (2006) Self-compatibility of two apricot selections is associ­
ated with two pollen-part mutations of different nature. Plant Physiol. 
142, 629-641 . 

Williams, J.S., o..-, J.P., dePamphilis, C.W. and Kao, T.-h. (20141 Transcrip­
tome analysis reveals the same 17 S-locus F-box genes in two haplo­
types of the self-incompatibility locus of Petunia infata. Plant Cell, 26, 
2873-2888. 

Williamson, J.O., Hirsch-Wyncott, M.E., Larkins, B.A. and GeMn, S.B. (1989) 
Oifferential accumulation of a transcript driven by the CaMV 35S pro­
moter in transgenic tobacco. Plant Physiol. 90, 1570-1576. 

Vamazaki, O., Motohashi, K., Kasama, T., Hara, V. and Hisabori, T. (2004) 
Target proteins of the cytosoloc thioredoxins in Arabidopsis thaliana. 
Plant Ce// Physiol. 45, 18-27. 

Zhang, N. and Portis, R. Jr (1999) Mechanism of light regulation of 
Rubisco: a specific role far the larger Ribisco activase isoform involv­
ing reductive activation by thioredoxin-f. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
96, 9438-9443. 

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd, 
The Plant Journal, (20201, doi: 10.1111/tpj .14802 



 
131 

 

Supplemental data 

 

 
Fig. S1. NaTrxh is primarily expressed in pistils from SI 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. SI: self-incompatible; SC: self-compatible; SC*: self-compatible that lacks one or 

more SI proteins. 
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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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Fig. S3. Expression of S-RNase and MGs is not affected by NaTrxhSS expression in SC10- or SA2-hybrids. (A) 

Protein-blot analysis of pistil protein extracts. Blots were probed with the antibodies shown at left. UT: 

untransformed SC10-hybrids (1 and 2). Three SC10-hybrids (3, 4, and 5) and three SA2-hybrids (6, 7, and 8) 

expressing NaTrxhSS are shown.  These hybrids express SC10-RNase or SA2-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. 

 

 

Fig. S4. SA2-hybrids expressing NaTrxhSS show loss of S-specific pollen rejection. An SA2-hybrid expressing 

NaTrxhSS was challenged with pollen from N. alata SA2SA2 (incompatible) or SC10SC10 (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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Fig. S5. Self-pollen rejection in wt N. plumbaginifolia x N. alata hybrids. Wt SC10-hybrids were challenged 

with pollen from N. alata SA2SA2 (compatible) or SC10SC10 (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 (SC10-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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Fig. S6. S-RNase disulphide bonds. Alignment of SF11- and SC10-RNase sequences (29).  Arrows, free Cys 

residues. The Cys155-Cys185 SC10-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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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 S7-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 A23 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. 

 

 

Figure S7.2. 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 (W88 to K100).  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).   

 

Figure S7.3. 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 (R87 to K100).  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).   

 

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 (I166 to K179).  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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13. Artículo “High resolution crystal structure of NaTrxh from Nicotiana alata and its interaction 

with the S-RNase”.  
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mre, which might e:xplain the incrrase tn the ribonucl~ activity of S·RNa~ whe:n it is reduced by NaTrxh.. 

l. In troduclion 

Tlúoredoxins (Trxs) are regulatory proteins widely distributed in 
living organisms that belong to the oxidoreductaie thiol-disullide su­
permmily. The reactive site of Trxs (WCXXC) has a conserved motií 
featuring two reactive Cys residues able a, reduce disulfide bonds en 
specific protein targets to mntrol sorne biological processes (Holmgren, 
1985). 

Dillet et al . (1998) described the catalytic mechanism of Trxs. 
BrieOy, thanks to it< low pKa, the fust reactive site Cys can act as a 
nudeophile and attacks a sulfur atom on the target disulfide bond al­
lowing the fi>nnation of a covalmtly linked mixed intermediate com­
plex. Thm, the second Cys of the eatalytic motif breaks the ínter­
molecular disullide bond betwem the Ta and it< target causing the 
dissodation 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 enrode a large number of tbese protcins. For e.xample., 
in J\robú:lopsis thalianq, at least 20 Trxs encoded genes have been iden­
tilied (Gelhaye et al ., 2005). So far, based on their sequence and cellular 
loeation, eight cypes of plant thioredoxins, have bem described (Meyer 
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et al ., 2002). The cypesf, m, x, y, and • are chloroplastic. Type s loca­
lizes in the endopl,..mic reticulum, and typeo is mitochondrial (Collin 
et al ., 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 (Gelbaye et al, 2004; Zhang 
et al ., 2011 ). Besides, Trxs h cluster in three subgroups, and subgroup 2 
includes Trxs with enended N-termini (Gelhaye et al , 2004). 

Recently, we provided evidence about the partidpation of a thior­
edonn h 6-om Nú:otiana alata (NaTrxh) as an essential protein in the 
pollen rejection response in Nicotiana (Ton-es-Rodrfgucz et al, 
2020). NaTah reduces one of the four mnserved disullide bonds of S­

RNase, the self-incompatibility female determinan! in Nú:otiana, and 
causes an increase in it< ribonudease activity. The CyslSS and Cysl85 
fonn this disullide bond in Sc,c,-RNase (Torres-Rodrlgue:z et al , 2020). 
NaTah is expreS<ed by the transmitting tissue cells of the style and is 
secreted to it< extraoellular matrix (Juárez.Dfaz et al, 2006); however, 
it< essmtial role in the pollen rejection response suggests a function 
inside the poll<,n tube (Torres-Rodrlguez et al , 2020) . 

NaTrxh belongs to Trx h subgroup 2 (Juárez-Dfaz etal., 2006). lt< N­
terminal end is 27 amino add residues long and a,ntains two motifs: 
the Na (Metl to A.la16) and the Njl motií (A.la17 to Pro27) (Ávila-
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Castañeda d al ., 2014). n., Njl domain targets NaTJXb towards the 
em-acellular matrix of tbe style transmitting tract in Nicotiana (Ávíla­
Castañeda d al ., 2014). Moreover, botb Na and Njl domains are in­
volved in tbe NaTJXb interaaion witb S-RNa.se allowing its reduaion 
are involved in the NaTrxh interaaion witb S-RNase allowing its re­
duaion (Torres-Rodriguez et al, 2020) . 

On tbe otber hand, NaTJXb also exhibits a C-terminal extension 
romprising from Glul36 to Glnl52. This domain is required for its in­
teraaion witb S-RNase, but it does rot participote in eitber NaTJXb 
secretion or in tbe reduction of S-RNa.se (Ávila-Caslañeda et al., 2014; 
Torre.-Rodñguez et al., 2020). 

Here, we report the crystal structure of NaTrxh determined at 1.7 Á 
resolution. In tbe structure 116 residues were resolved, and 20 and 15 
amino acids, respectively at the N- and C-terminal end, were rol ob­
served probably bec:ause they are highly disordered. n., structure of 
these residues was simulated using Molecular Dynamics (MD), to de­
termine the potential interactions between NaTrxh and S-RNase. n., 
simulations were based on the NaTJXb X-ray structure reponed here 
along witb tbe previously reported S.wRNase structure (Ida d al, 
2001 ). Finally, using semiempiric:al Quanrum-Mechanics (QM) calcu­
lations we predicted the possible conformational change in S-RNa.se 
afer the reduction of its CI 53-CI 86 disulfide bond, which is the 
identified target of NaTrxh (Torres-Rodñguez d al ., 2020). 

2. Materials and methods 

2.1. Expression and purifr;OJW11 of NaTnch 

NaTrxh was expressed as a Gsr fusion protein in E. coli 8121 (DE3) 
pLysS (Stratagene) as prevíously desaibed (Juáre:z-Díaz et al ., 2006). 
n., fusion protein was overexpressed in E. coli cultures at 00600 

0.5--0.7 by adding 0.1 mM IYfG and harveaed alter 3 h at °J7 'C. Fusion 
proteins were recovered from the soluble fraaion after sonication and 
glutatbione-agarose (Sigma) chromatography. NaTrxh was released by 
digestion witb tbrornbin for 14 h at room ternperature (GE Healtbcare) 
and separated by molecular filtration chromatography in Hil.oad Su­
perdex 16/600, 200 pg (GE Healtbcare). Fractions containing purified 
NaTrxh were dialy,.ed in 10 mM ammonium acetate, pH 6.0, to perform 
the crystallization screenings. 

2.2. Prouin aystalli,¡OJW11 

An initial screening was performed using JBScreen Wiz.ard 3 (Jena 
Biostience) with purified NaTJXb at 12 mg/ml in 10 mM ammonium 
acetate, pH 6.0, using tbe sitting-drop vapor-diffusion method by 
mixing 2 µI of protein and 2 µl of reservoir solution. NaTrxh crystals 
were obtained at 18 ·e after 15 days in the condition rontaining 20'K, 

(w/ v) polyetbylene glyrol 3350, 200 mM ammonium formate (solution 
4) ood 0 .025% (v/ v) dichloromethane as additive. Crystals were flash­
rooled by immersion in liquid nitrogen using tbe motber liquor solution 
supplemented witb 20% (v/ v) glycerol as cryoprotectant. 

2.3. Data collectiDn and struállre detuminatia, 

X-ray diffraction data of the NaTrxh were collected at l 00 K at the 
Advanced Photon Soun:e, Argonne National Laboratory (Dlinois, USA) 
in the beamline 191D. Diffraction data we.rc indexed, integrated, and 
scaled using tbe HXl.3000 (Minor et al, 2006). The determination of 
pitases was carried out by molecular replacement in HLK3000 using as 
a template the coordinates of thioredoxin h isoform 2 frorn Hordaun 
..,/gare, 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 witb standanl protocols of Phenix (Adams d al, 
2011) and monitoring R..., and R..... during the whole process. Elec­
tron density maps were analy:r.ed using Coot (Emsley et al., 2010). 
Structural figures were ma<le with VMD (Humphrey et al ., 1996) and 
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Table 1 
Data collection and ttfinement statistics for NaTrxh. 

J>rta..,_ 
Wawl<ngth (Á) 

Spatt:group 
Unh at.ll dlmentlons 

a,b, c (Á) 
a,Ay (") 

MOftOIDed per asymm,e.tric unft 
Rnoludoft...,..(Á) 
TOW rálecdcm 
Urúque:re.fl!.cdons 
CGmplo_.._ ( .. ) -..~) 
Meu Vo(I) 
Muldplldty 
oc.,. 

RLftnemenr a.tlsdcs 
Rnolwcm...,.. (Ál 

11.,._/"6.. ~ l 
Num.ber of atoms 

Proten 
w ..... 
ElhyJ..,. glytol 

Av<rlll• s.r..,..,. (A>¡ 
Proteba 
w ..... 
ElhyJ..,. glytol 

RMSD ,,_ ld<w ,,,,_,.,..ay 
Bond IM8'hs (Á) 
Bond ... ) .. (") 

.Ramodlan<hnpix.adldos 
R<sldues In ...., ra.....s ttglons ~ l 
R<sldues In alow..t ,q1..., ~) 
ResJ41t:S ln nan-aUowed rqlons ("1 

Plllla>de 

45.99, 68.85, ?OJJO 
90, 90, 90 
2 
49.36/1.7 
215,966 
25,159 (1235) 
99.3 (99.4) 
10.6 003.2) 
25.2 (2.6) 

8.6 (7.5) 
1.00 (0.86) 

493611.7 
18.54122.02 

1910 
126 
8 

30.09 
44.67 
62.92 

0.006 
0 .772 

94.46 
1.54 
o 
6>DB 

• Values in parentheses show tbe statistia Cor the highest relOI ution shell. 

PyMOL 

2.-f. Modding o/ NaTrxh-Sn ,-RNase inleradion 

NaTrxh structure obtained here (PDB ID 6XOB), was used for the 
simulation of its interaaion witb S-RNase. Those segments not omerved 
in the protein crystal of NaTJXb were predicted using a previously 
published model of this protein (Áwa-Castañeda et al, 2014). and 
Molecular Dynamics (MD) simulations. MD simulations were run using 
GROMACS (Ahraham et al., 201 5) and AMBER99SB-ll.DN (Undorff-
1..ars<n et al, 2010) force field in an explicit solvent with PME elec­
trostatics and PME-like treattnent ol Van der Waals. MD simulations 
were done using constan! pressure (-1 ann) and 298 K. 

Severa! possible ronformations for the starting romplex bdween 
NaTJXb and S,11-RNase (PDB ID 1100) (Ida d al ., 2001), wereobtained 
witb tbe docking module ofthe ROSETTA suit (Kaufmannct al ., 2010), 
with ronstraints to remvcr those conformatiom whe.re the re.active 
NaTJXb Cys and the sumtrate disulfide were at less than 12 Á. Pro­
ductive simulations were run unconstrained and repeoted 3 to 5 times. 
For Simulated Annealing simulations (SA-MD), the temperature was 
increased to 373 K for 3 ns and gradually reduced bad< to 298 K in 
15 ns cycles. Where indicated, a light polling force was introduced in 
MD simulations to aa:elerate tbe formation of tbe romplex. The Stan­
danl analysis tools from GROMACS suit (Abraham et al ., 2015) and 
VMD (Humphrey d al ., 1996) were used to analy,:e the trajectories. 

2.5. Modding o/ s,..-RNase-dinuclmtúk canpla 

A 5' OH.CC3'OH dinucleotide was repmtedly doc:ked into 5vt ,­
RNase using AUTOOOCK vína (Trott and Olson, 2010) to give over 250 
poses. The boxwas restricted to± 10 Á(in X, Y, and Zdireaions) from 
the putltive active site His residues (His32, His91). Meaningful rom­
plexes were selected hased on what is known for tbe catalytic 
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A B 

e 

W61 

Fig. J. Crystallographic structure d NaTrxh.. (A) Cartoon ~re.tentation oí one monaner oí NaTr:xh.. (B) Su.rface ~RSl!ntation oí one monomer d NaTrxh.. The 
su1fur atom oí C~62 is shown in yellow showing the exposed surface. (C) Omr:-up stereoview d the rractive site; the sidechains oí rrsidues fran v.,;1 to C6S ~ 
depicted as sticks with carbon atons in black., nitrogen in blue, caygen in red and sulfur in yellow. The electron den.sity map (2P0 -FJ is contoured at lo (blue mesh). 
The figures were perated using PyMOL (For interpretation oíthe rderences tocolour in this figure leg~ the rrader is ref'erred 10 the webversion dthis article .) 

mechanism oí RNases and docking energy. These comple= were fur­
ther refined using MD, and the oomplex having the expected íeatures oí 
the enzyme-substrate for this kind oí enzymes was optimi7.ed using al~ 
atom QM semiempirical calculations using the PM7 method and the 
locali7.ed molecular orbitals approacb (LMO), as implemented in 
MOPAC 2016 (Stewart, 2013), before and alter the CIS3-Cl86 disulfide 
bond was broken (in sllico). 

NaTn:h PDB ID 6X0B 
S,, 1-RNase PDB ID IJOO 

3. Results 

3. l . Ovuall structur, 

We determined the NaTn:h crysral structure at 1.7 Á resolution. Toe 
crystal belongs to the orthorhombic: (P212121) space group and con­
tains two monomers in the asymmetric unit. Table 1 summari.zes data 
collection and reíinement statistics, and Fig. 1 shows the crystal 
strucrure or NaTrxh. Trxs from ali organisms conserve a strucrure 
consisting oí five jHtrands surrounded by rour a-helices. These 

seconda,y structure elements are organi2.ed from N- to C-terminal as 
follows: lll , al , ¡l2, a2, 113, a3, where the ¡l-strands are parallel, fol ­
lowed by the ll strands ¡l4, llS, and a4. These ll strands are antiparallel 
(Hobngren et al, 1975). NaTrxh has this typic:al folding or the Trxs, and 
the secondary sln.lcture elements are conserved except the ¡lS-strand 
(Figs. 2 and 3). 

Toe NaTn:h reactive site (WCGPC) is conserved as in all Trx h 
subgroup 2. lt localizes on the suríace or the protein (Fig. IC). Amino 
acid residues Trp61 and Gys62 are in a loop fi>nned between ¡l2 and a2, 
and those Gly63, Pro64, and Cys65 are part oí the a2-heliL Toe side 
chain or the C)'s62 residue in its reduced fonn is exposed to the solvent 
(Fig. 18), whicb is the one that performs the first nucleophiHc attack on 
the disulfide bond in the target protein (Kallis and Hobngren, 1980). 

Besides the reactive site signature, several additional residues play 
essential strucrural and catalytic roles in most Trxs. These were iden­
tified in Eschuidria coü Trx, and all are conserved in NaTn:h (Fig. 3A). 
For example, Pro70, whicb separates the catalytic motiHrom the rest oí 
the 02-helix and provides stability to the protein (de Latrott~uéty 
et al ., 1997) and Prol0S that is located on the opposite side or the 
reactive site and helps to maintain its confonnatioo (Fig. 38) (Gleason, 
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Flg. 2. Superimposition oí NaTr.h structun! (gn,en, PDB ID 6J([)B) with different tns as (A) E coli Tnt (cyan, PDB ID ZTRX), (B) HvTr.h2 from H. "'F (yel­
low-brown, PDB ID 21W1), and (C) human milOdtondrial tn 2 (mage,ta, PDB ID I W89). (D) Ali t.he structur<S show tbe typical Ta íoldin&- (For interp-tion oí 
the reíerences to colour in lb.is figu~ lqend, the reader is reíemd to the web version el this artkle.} 

1992). 
Two Gly residues are also oonserved in all Tas. These are located at 

the N- and C-1"rminal oí the fl5-srrand and define its length (Collet and 
Messffls, 2010). In NaTrxb, the flS-strand is not formed. However, both 
Gly residuesare ooruerved (Glyl 13 and Gly121 ; Fig. 3B), suggesting for 
them a different essential role in NaTrxb, yet to be determined. Besides, 
two ch:uged amino ac.ids are esscntial for the activation oí the e. 
terminal Cys oí the reactive site as a nucleophile (Eklmd et al ., 1991) . 
Based on their conserved position in NaTrm, the best candidates are 
A<¡,56 y Lys86 in NaTrxb (Fig. 3B). 

J.2. Nan-xh N- and C-u:nninal txii,nsions 

The E. coli Trx fold does not include the N- and C-terminal exten­
sions present in NaTrxb. The residues from Metl to Ser21 (N-terminal) 
and those from Prol38 to Gln152 (C-terminal), exhibit weak or non­
e,listent (2F0 • Fe) electron density in the NaTrm structure and are not 
prescnt in the final model 

These residues comprise the full Na domain and five and fifteen 
amino acids from Nfl and C-terminal domains, respectively. Both N- and 
C-terminal NaTrm extensions were predicted as disordered regions and 
solvent-exposed (Ávil~Castañeda et al, 2014). Thw, their higb Oe:r­
ibility migbt be the reason wby they could not be determined in the 
diffraction. 

In the X-ray structure, only six residues of the NaTrm N-terminal 
domain were observed (from Gly22 to Pro27). The model shows its 
orientáion towards the reactive site (Fig. I A), whicb agrees with the 
fact tbat this regioo is crucial for the reduction of 5-RNase (Torres­
Rodrfguez et al, 2020). 

3.3. lnl!Uacáon betwttn Nan-xh N-terminal and s-RNas, thnt. leads to itl 
reduction 

Since NaTrxb sdectivdy reduces one disulfide bond oí Sc w RNase 
(equivalent to the Cl 53-C186 ia Sn 1-RNase), we used the tbree-di­
mensional structure oí both proteins to predi et a possible complex. We 
generated severa! possible romple:res witb tite ROSETTA protein-pro­
tein docking protocol, narrowiag the sean:b to those bringing NaTrm­
C62 to less than I O Á away from S..u-RNase-CIS3-C 186 disulfide bond 
In the rorq,lex, sorne flvorable contacts berween the NaTrxb N-1"rm• 
inal and S,1 .-RNase were expected, since the ahsence oí this region 
prevents the reduction oí Sc,crRNase by NaTrm (Ton-es-Rodrfguez 
et al ., 2020), so tbis was used as an additional o-iterium to select the 
best partner candidates (Fig. ). Tben, free MD simulatiom were 
performed to analyze the scability of these starting a,mplexes and do 
sorne a.ocounting of pe.rsistcnt contacts. 

None of the starting coni>rmations led to the formation of a stable 
complex, whicb wa, no surprise because Trxs do not form a pennanent 
dimer with its targeL Thus, the interaction between S..wRNase and 
NaTrxb througb its N-terminal should be enougb to allow the formation 
of a transition state, whicb cannot be ohsenred in MD under dassical 
mecbanics. Accordingly, the rorq,lex did stand for a few tenths oí ns 
and broke up. However, it was enougb information to identify essential 
residues partic.ipating in the stability of the romple:r (Fig. 4B). In order 
to improve the sampling oí their ronformation, we iatroduced a soft 
pulling force between NaTrxh-c.62 and Svu-RNase--Cl86 sulfur atoms 
equivalent in energy to one bydrogen bond to identify persistent con­
tacts (those present in over 60% of the simulation fr.unes). One sig­
nificant interaction was the rontact between S..u-RNase-EISS with 
NaTrxh-c.62 side chain and NaTrxh-Ml04 backbone (Fig. 4C). The 
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A 
NaTrxh 
Athaliana 
Hvu l gare(l) 
Hvulgare(2) 
Ecoli 

NaTrxh 
Athaliana 
Hvulgare(l) 
Hvulgare(2) 
Ecoli 

NaTrxh 
Athaliana 
Hvulgare(l) 
Hvulgare(2) 
Ecoli 

~1 al P2 ... ----- --. MGSYLSSLLGGGAABAAEAl!SGSSS!PSRVIAFHSSNRWQLHFNSSKOLNKLI MT 
MGGALSTVFGSGEOA---TAAGTESEPSRVLKPSSSARWQLHFNEIJ<ESNKLL SAS 
----------------------MAA!EGAVIACHTKOEFOTIIMANGKOTGKLVI I 
----------------MAASATAAAVAAEVISVHSLEQWTMQIEEANTAKKLVVI 
---------------------------SOKIIHLTDDSFOTD---VLKADGAIL 

: : : •• * 

a2 ....e..,. ~ A ,1!~-> 
PVINAMSAKYTOVO- OVOELSOVAOEF'GVO Pll'FLLLKOIKBVERV 

IEPAIHAMADKI'NOVD- DVDBLPDVAKEFNVTAMPTFVLVJUIIKBIERI 
~ IAl'VFABYAKKI'PGAI-F VOELKOVAEAYNVEAMl'TFLFIKDpKVDSV 

IKAPVFADLAKKI'PNAV-F VOELKPIABQFSVEAMPTFLFMKBIOVKDRV 
IAPILO!I ADEYQGKLTV NIOQNPGTAPKYGIRGI LLLFKNpVAATK 

a4 

'JIAKKDELEKKILKHRE KFAASNYRTKFtlVQ 
I¡p.xKDELEKKVSKLRA---------------­
VIGRKDOIBTKIVALl1GSAST-----------­
'JIAIKEELTAKVGLHAAAQ-------------­
vpLSKGQLJ<EFLOANLA---------------
:•. 

B 

152 
133 
118 
122 
108 

60 
57 
38 
44 
30 

119 
116 
97 
103 
90 

Fig. 3. (A) Sequence alignment 1,e....,.,, NaTrxh, Trz from E. a,I (GenBank accession nwmer 2TRX,B) and plaot Tns from A thalana (Athaliana, Q38879.2) aod H. 
Vllgcn (Hvulpre Q7XZK3 aro Q7XZK2). The secondary structure elemenis are cons""'d be......,n hoth Trzs (indkated at the top). NaTrxh ladu the ¡lS-straro 
(indicated with a dotted arrow). The reactive si.te (red) and other residues involved in structural and catalytic roles, such as P70 and PlCfi (cyan), G113 and G121 
(magenta) and chargedaminoaddi (056, K66 and l<B6; green) are conserved in theTns. 111.e f5dues that fonn thehydrophobic core areshown in gray. (B)Car-toon 
represerntion rí NaTrxh showing the conserw:d residues in stic.ks with the colared code using in panel A. (R>r interpm:ation oí the reíeren~s tocolour in this figure 
lqend, the reader is rmred to the web version d this article.) 

NaTrxh-W61 side<hainshields the side-chaincontact, and thearomatic 
characterof this residue may alter the ba.sidty ofS,11 -RNase--ElSS. As a 
working bypotbesis, S,, 1-RNase--ElSS, under the influence of NaTrxh­
W61 electron cloud, may abstract the proton from the NaTrxh-C62 thiol 
group leading to a thiolate. After a conbnnational c.hange, this thiolate 
in NaTn:h would attack to lhe S,,, -RNase-Cl53-C186 disulfide bond, 
forming a mixed disulfide. Besides this contact, there are additional 
contacl5 adding srability berween residues at the NaTrxh N-tenninal, 
such as the NaTn:h-S6 and S,11 -RNase-D184 (Fig. 41>). 

The N-tenninal of NaTn:h ru.; significant conbnnational fluctua­
tions during the simulation, in agreanent with its absence in the 
NaTn:h X-ray crystal reflections. However, in the presence of s,,,. 
RNase, it remains in prorimity to this protein through contacl5 tbat do 

not involve the S.., 1-RNase hypervariable regions (Fig. 4A) . This is ex­
pected to be a general feállre of the NaTrxh interaction with any S­
RNase haplotype since reduction by NaTn:h ru.; been observed in dif­
ferent haplotypes as Soo and S105 from N. ala1n (Juárez-Dfaz et al, 
2006; Torres-Rodriguez et al ., 2020). 

3.•. Conformatkmal changes in s,,,-RNas, dmved from CI 53-C 186 
disulfull. bond redUCliDn 

S.., 1-RNase was oomplexed with a CC dinudeotide using molecular 
docking. and the complex was relaxed using MD simulations with ex­
plidt water and ions. In this simulation, along with the catalytic m,. 
chani,m of the type A RNase, the residues His32 and Lys90 are charged, 
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•• C42 
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Fig. 4 . (A) Cartoon representatim of the NaTrxh-S. 11 -RNase complex NaTrxh is shown in green and its N- and C-terminal extensims are in red and black, re-­
specti~y. Na'l'nh reacti"' site (yellow) is dooe to the C153-083 disulfide bond (blue) dSm-RNme (cyan). Hypervariabl,o regiODS, K47-t.63 (orange) and P72-P82 
(magenta), oí S-RNase do not interatt with NaTr-xh N-ttirminal (Right) hnage rotated tao• about the ~rtical u:is. (B) The complex suríac.e (green) is s hown 
translucent, while in solid colors the residues oí NaTml (steel blue surface) and S,., 1 -RNa:te (dark orange suñace) malring persistent contacts (in~ or mere el the 
simu.lation frames) . (C) Atomic: detail oí selected contacts in the NaTrxh (pu.rple cartoons and light green sticks) and S,irRNase (yellow-brown a11.r1DON and light 
orange s ticks) camplex. Atoms of relevatt resiciles are shown as balls in CPKcolors. Hydrogmsare notshown, except for those invol~d in protein-protr:in H-bonds 
(shown as black dashed lines). (D) Propoood catalyticmechanism oí NaTrxh, including the abstraction oí a prolOn oí NaTnrh-~ by S,.,,-RNase-El55 and íormatim 
á the thiolate that attacksS, 11 -RNase-C1S3-C186 disulfide bond. The images ....-ere prepared using VMD. (Fer interpretation of the referen~s to colour in this figure 
Legend, the reader is rderred to the web version á this article.) 

and His91 is protonated at the NS. The purative errzyme-,;ubotrate 
oomplex was identified by the oorrcct 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 mioor changes in geometry (not sbown). 
However, due to the stochaitic movement of atom.s, the d~aimination 
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 purative complex with or without the Cl5~Cl86 dis­
ulfide bond, which binds the ~trand to the loop formed becween ll5 
and jl6-strands of S,,11 -RNase. Bound water molecules taken from the 
MD simulation were included in the PM7-LMO geometry optimization. 

The resulrs shown in Fig. 5 confirmed the subtle effcct of breaking 
the disulfide. The wirefrnme structure of the redu::ed and oxidized 
enzyme-CC oomplex is superimposed to reveal how the structural 
change, though subtle, it propagates to the entire structure (Fig. 5A). 
Fig. 58 shows the structure of the ce dinu::leotide and sorne residues 
possibly involved in the catalysis. The residue H.is32 is protonated and 
H-bonds to the bridge oxygen at the 3'phosphoester bond This is the 
residue proposed to protonate the 3'OH of the leaving nucleotide. The 
residue His91 accepts an H-bond to the 2 'OH ofthe nucleotide, and it is 
proposed that this promotes the activation of the 2'-alkoxide 

nucleophile. This alkoxide is expected to attack the phosphorous atom 
making a classic SN2 displacement of the pbosphodiester bond. Lys90 
H-bonds to both the phosphate and the 2'OH groups, providing change 
compensation during the catalysis. In this errzyme, His32 is further 
activated by its ti-bond to Glul65, wbich in rum, is H-bonded to 
Lysl 52. As shown in Fig. se, sorne of the H-bonds possibly related to 
catalysis changed after breaking the CI 53-C l86 d.isullide bond The 
reduction in the 1-1-bond distance His32-03' and His91-HO2' may offer a 
possible explaoation for the increased activity of the S-RNase when is 
reduced by NaTrxh (Fig. 5D). The proposed mechan.ism of action of 
S,,wRNase is sbown in Fig. SE. 

4 . Discussion 

The rore of NaTrxh from N. alalll has a tertiary stru::ture similar to 
the reponed for other Trxs from bacteria to planrs (Figs. 2 and 3. 
Holmgren et al ., 1975; Smeers et al , 2005; Maeda et al., 7006). How­
ever, NaTrxb, as other me.mbe.rs of the type h plant Tas, cootains ex­
tended N- and C-termioal ends whose structure was not fully de­
termined because of their high flenbility . 

Previous worlc sbowed that both NaTr:Ih N- and e -terminal exten­
sions interact with S-RNase (Ávila-Castañeda et al , 2014). However, 
only residues oontained in the N-terminal are essential for S-RNase 
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A B 3'0H (subsrrate) 

E 

.... 

Fig. S. Predicted chan8'5 in the structu.n!: oí~ rRNase complexrd with a CC dinucleotide. Supmlllposition oí the comp9 (A) with (red) or wi.thout (grern) the 
053-<:186 disulfid• bmd (both depicted as wireframes) . Ttu. sub,o-ao, and the .-.levant residues sbown in (ll) are as licorice. The O: ligand (hall and sticlu) and 
.-.levant residues (sticks) are shown in CPK colors with (B)or without (C) the disullide, and their superimpositim (D). The numbers indicau, H-bonding distana,s that 
may be impotant in ca.talysis. The numbers in roman typeface are H-bond distanoes (A) and residles are labeled (B) by amino acid abbreviation and sequen.ce 
number. (E) ~g,,sted mechanism á actim of s., 1-RNase sbowing th• nucleophilic attack of H32 and H91 ID th• CC ligand. Th• images """' prepan,d using VMD. 
(For interpretatim oíthe refe.renas to colour in this figll.R! legend, the rcader is reíen-ed to the web ve.rsion oí tbis articlc) 

reduction (Torres-Rodriguez et al, 2020). We hypothesiu that the in­
teraction between NaTIXh and S-RNase coold stabiliu the N-tenninal 
enension of NaTIXh. Hence. the crystallization of both proteins in a 
comple:t will Jet u, know the conformation state of this domain with 
this specific targeL Other c,ystal structure Trx-substrate complexes 
have been detennined such as HvTtt2, from Hord,,um Mllgar,, wlúch 
was covalently bound to its substrate BASI, by a disulfide bond (Macda 
et al ., 2006). The obtaincd structure allowed the identification of re­
sidues interacting during reduction, wlúch are highly conserved among 
Trxs and localiu in the core of HvTrx2. In contrast to NaTIXh, HvTtt2 
has a smaller N-tennim.l exte.nsion, and it seems not to be involved in 
the interaction with this specific targeL The HvTrx2 N-tenninal et• 

tension was not determincd in the final scructure (Maeda et al ., 2006). 
During the reduction reaction, sorne residues at the NaTn:h core 

would contact S-RNase, as was observcd for the HvTrx2-BASI complex; 
however, the interaction may )acle the strength to retain S-RNase long 
enoogh for ilS reduction, and then, the contacts of S-RNase with re­
sidues at the NaTn:h N-tenninus may provide the requircd additional 
binding energy. In agreement with this hypothesis, E. coli Trx, wlúch 
laclcs the N-tenninal extension, is unable to reduce the S-RNase and, 
most importantly, when the N~terminal enension was removed from 
NaTrxh, the reduction of the S-RNase reduction did oot occur (Torrcs­
Rodrfguez et al, 2020). 

Parameteis uscd in the simulation assays did oot Jet u, detennine 
the interaction between the NaTIXh C-terminal extension and S-RNase. 
However, we previously gave evidence of this interaction by using af. 
finity chrom.atography (Ávila-Castañcda et al, 2014). The NaTIXh e 
terminal end exhibits lúgh mobility, and the conformations observe,! 
for this were far from the reactive site of NaTIXh (Fig. ). In agree­
ment, NaTn:h C-tenninal does not participate in the S-RNase reduction 

(Torrcs-Rodriguez et al, 2020). CUrrently, the NaTIXh C-terminal 
function is poor1y underslDod and deserves future research. 

To date, we have 001 identified other substrates of NaTn:h, and oor 
interest is on S-RNase since the activity of this protein is enhanced by 
NaTIXh reduction (Torres-Rodríguez et al ., 2020). S-RNases are lúghly 
polymorphic. Variability arnong different alleles is containcd in two 
hypervariable regions (Anderson et al, 1989). At the same time, the 
core of the protein is conserve,! as well as the foor disulfide bonds 
(Anderson et al ., 1989; Oxley and Bacic, 1996), including the one re-­
duced by NaTn:h (Cl55-Cl85 in the So..-RNase, C153-Cl 86 in S,,11 -

RNase). Therefore. it woold be expected that the rcduction of S-RNase 
by NaTIXh would not be S-allele specific. Moreover, we propase that S­
RNase--NaTIXh interaction woold not interfere with allelic specific re-­
cognition of S-RNase by the male determinant, SLF, because such re-­
cognition is mediatcd by the hype.rvariable regions of S-RNase (Matton 
et al , 1997) and these do not interactwith NaTn:h (Fig. ). 

The interactions between S-RNase and SLF or NaTn:h and S-RNase 
have different roles in the polleo rejection response. It is unknown if 
tb.ey occur at the same time inside of polle.n tube4 However, we propose 
that the S-RNas~LF interaction happens early and is the irútial step 
that triggers the polleo rejection mechanism because it determines 
whether the polleo is aa:eptcd or rejectcd. 0n the other hand, the S­
RNase-NaTrxh interaction wou.ld later occur when S-RNase activity 
levels are necessary to degrade polleo tube RNA. 

0n the other hand, the Cl6-C21 and C46-C94 disulfide bonds are 
located close to the active site of the S,, 1-RNase They seem to be the 
primary bonds that maintain the catalytic residues conformation and 
allow the S-RNase to have a basal nbonuclease activity ( Ida et al ., 
2001). They might prevent a crucialstruclllral change in the active site 
when the Cl 53-Cl86 disulfide bond is broken It would explain why S-
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RNase exhibits a basal activity before beiilg redured by NaTixh, but the 
specific reduction increaoes its riborrudease activity (Torres-Rodrlguez 
et al., 2020). 

To explore possible structural changes caused by the reduction of 
the Cl53-Cl86 disulfide bond, we simulated its breaking off. Our data 
shown ooly subtle changes between S,,11 -RNase with and without the 
Cl 53-Cl86 disulfide bond, including a small change in the geometty of 
contacts between the catalytic residues His32 and His90 and the sub­
strate (Fig . 5D). However, the increase in ac tivity alter reduction can 
ruirdly be ascribed only to these two residues, because aU the core of S­
RNase is altered. Differences in activity could retar to a (aster dynamic 
of the active site, induding those secoodaty residues involved in the 
recognition and orientatioo of the substrate (RNA), and may also allow 
a faster product release. In any case, aa:ording to QM theory, ali atoms 
in a polyatomic molecule share their electrons to some ene.ni with ali 
other atoms and electronk perturbations should propogate to the whole 
syste.m. 11 is interesting to observe how the reduction o f a siI1g le dis­
ulfide in S-RNase does indeed bring a subtle rearrangeme.nt of the 
whole prote.in. Probably this is one of the reasons why the rational­
design of proteins has prove.n so challenging (Banda-Vá7.quez et al, 
2018). However, we cannot rule out additional cooformational changes 
taking place in vivo due to the prote in 's interactioo with components of 
intracellular mediurn, induding the solve.nt, ions, and other macro­
molecules. 
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