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Aislamiento y caracterizacion del ligando del pistilo que interactu&on el sistema de
receptores quinasa LePRK1 y LePRK2 de polen dsolanum lycopersicon (tomate)

Resumen

Los LePRKSs son receptores quinasa que seizacatn la membrana plasmatica de polen,
posiblemente mediando interacciones polestitp. Previamente, hemos demostrado que
LePRK2 se encuentra fosforilada en polen maduro y germinado, y se desfosforila cuando
microsomas de polen son incubados con extsade estigma-estilo. Esto sugiere que por

lo menos LePRK2 podria estar transduciendoseiial del pistilo a tras de la actividad

de LePRK2. En esta tesis, mostramos quéekfosforilacion de LePRK2 esta mediada

por una molécula provenientiel pistilo resistente al tratamiento térmico, alcalino y
proteasas. Basandonos en la desfosforilad@hePRK2, desarrollamos un protocolo de
purificacion con el cual obtuvimos un piagslado de ~3550 Da (determinado por UV-
MALDI-TOF MS) correspondiente a esta réolila peptidica gueombramos MrX. Con

el fin de evaluar los efectode MrX en tubos polinicogn crecimiento, realizamos
ensayos de germinaciom vitro en presencia de MrX parcialmente purificado y
determinamos la longitud del tubo polinicomam marcador del esta fisioldgico. La
adicion de MrX al medio de germinacion riédwen un aumento del largo del largo del
tubo polinico en una forma dependiente de la dosis, mientras que las fracciones control
no tuvieron efecto alguno. Nuestra hipotesenf#a que las interacciones polen-pistilo a
través del complejo de LeRR involucran la percepciode MrX por LePRK2, seguido

de una desfosforilacion de ésta y un incremento de la tasa de crecimiento del tubo

polinico.

Palabras clave
Interaccion polen-pistilo — transduccién skfiales — purificacion de ligando — receptor-

ligando — fosforilacion



Isolation and Characterization of the pstil-produced ligand that interacts with

pollen receptor kinases LePRK1 and LePRK2 fronBolanum lycopersicon (tomato)

Abstract

LePRK1 and LePRK2 are poflespecific receptor kinasebhat belong to a plasma
membrane high molecular weight complex polgsinvolved in pollen-pistil interactions.
Previously, we have shown that LePRK2pisosphorylated in mature and germinated
pollen grains, but is dephosphorylated whawllen microsomes are incubated with
stigma-style extracts. This suggests thaPRE complex might béransducing a signal
from pistils through LePRK2 activity. Inthis thesis, we show that LePRK2
dephosphorylation is mediated by a heatsebaand protease-resistant molecule from
pistils. Based on LePRK2 phosphorylation, developed a purification protocol and
obtained an isolated peak of ~3550 Peptidic compound (as determined by UV-
MALDI-TOF MS) that we named MrX. In orde¢o assess the effects of MrX on growing
pollen tubes, we didn vitro germination assays in the presence of partially purified
fraction of MrX and determinegollen tube length as a markafrthe physiological state.
MrX addition to germination medium resulted in pollen tube length increase in a dose-
dependent manner, but not when pollen graiese incubated with control fractions. We
hypothesize that pollen-piktinteractions through LRRK complex involve MrX
perception by LePRK2, followe by LePRK2 dephosphorylation and an increase in

pollen tube growth rate.

Key words
Pollen-pistil interactions — signal transtioa — ligand purification — ligand-receptor —

phosphorylation






1. Introduccion



1. Introduccion

Las Angiospermas (del griegaangios anfora o vaso;sperma semilla)
corresponden al grupo de plantas con flor d@mies en la actualidad. Aparecieron hace
140 millones de afios durante el Jurasicoitagdsufrieron una rapida diversificacion
durante el Cretacico. Existen mas 2i#0.000 especies agrupadas en 12.500 géneros y
cerca de 300 familias, y en términos ecatogiy nutricionales, sobrepasan a todos los
otros grupos de plantas. Nurasos factores contribuyeronsa dominancia, incluyendo
su habilidad por alcanzar la madurez reprtidacrapidamente y la adaptacion a la
polinizacion y dispersion de las semillas mediada por animales. El ciclo de vida de las
plantas superiores incluye la germinacionlaesemilla, el crecimiento vegetativo, la
floracion, fertilizacion, desarrollo del embrignmaduracion de la semilla. La induccion
de la floracién se dispara por estimulos antziles como la luda temperatura y la
disponibilidad de nutrienten combinacion con sefialeenddgenas (es el caso de
hormonas como la giberelina y los oscileeto circadianos), para las cuales se han
descrito numerosos genes de tiempo de filbrg[d]. La integracidon de las sefales induce
la expresion de genes que determinan la identidad del meristema apical del vastago,
transformandolo en el meristerftaral [2]. Finalmente, se &wan los genes de identidad
floral en las diferentes geoones de la flgr produciendo cuatro tipos de &rganos

pertenecientes a dos ciclos e#té y dos ciclos fértiles (Gura 1.1). Los primeros estan

-

Estigiis Antera

Pistilo _
(Gineceo) < Estilo Estambre
(Androceo)

Ovario

L Filamento

Sépalo
(Caliz)

Pétalo
(Corola)

Figura 1.1: Representacion esquematica de una flor de tomateSganum
lycopersicon L. (Miller)].



asociados a la proteccion, adtmaccion de polinizadores,sgiersion del polen, etc. Estos

dos ciclos corresponden al perianto compuesto por los sépalos, generalmente verdes y
similares a una hoja tipica; y los pétakpge pueden presentaragdaciones morfolégicas

como colores vistosos, estructuras especializadas, etc. Los ciclos fértiles estan
compuestos por el androceo y el ginecepistilo. En el androceo se encuentran los
estambres, compuestos por un filamento Igrtppantera conteniendo los sacos polinicos
donde se produce el polen (gametofito mbso). El gineceoes generalmente
claviforme presentando en su parte supanpestigma, donde se depositan los granos de
polen; un estilo largo, y el ovario, que contiemdos oOvulos, dentro de los cuales se

encuentra el saco embrigita(gametofito femenino).

1.1. Produccion de las gametas

De la misma forma que ocurre en starganismos, la reproduccion sexual de las
plantas requiere el encuentro de las gamémeninas y masculinas. Sin embargo, las
plantas desarrollan los tejidos fértilesmup respuesta a los estimulos endbégenos y a
aquellos provenientes del medio ambiente,fareicia de lo que ocurre en mamiferos,
donde la linea germinal se diferencia durante la embriogénesis [2, 3]. Tal como ocurre en
otros organismos con alternancia de generasidraploides y diploides, en el esporofito
se produce la megasporogénesis y microsporogénesis, generando esporas con la mitad del
contenido cromosémico que seran las respdesale generar las gametas. Los procesos
por los cuales a partir de las megaspoy microsporas se producen las gametas
femeninas y masculinas se llaman gagametogénesis y microgametogénesis,

respectivamente.

1.1.1. Megasporogénesis y megagametogénesis

Los oOvulos se inician desde la placenta como un grupo denso de células
meristematicas que se expanden y formajue@as protuberancias. Cada 6évulo consiste
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basicamente de la nucela, donde se formara el gametofito femenino, uno o dos
integumentos y el funiculo quee encuentra unido a laapknta (Figura 1.2). Durante la
megasporogénesis, la parte apidel primordio del évulo forma la nucela, dentro de la
cual se desarrolla el arquesporio, que ald@andegaspora. El arquesporio deriva de la
hipodermis y contiene, generalmente, sélanegasporocito que segaiel programa de
megasporogenesis. Existen diferentes tiples patrones de formacion de los sacos
embrionarios, siendo el masnson el tipo de desarrollo deolygonumsp, que también

se observa en Arabidopsiarébidopsis thaliang Petunia hybriday tomate. En estas
especies, los dos ciclos de divisiones meibtieasltan en cuatro megasporas alineadas,
de las cuales solo sobrevive la que estadaré&sa de la calaza. Durante este proceso, las
células en cada diada y tétrada se encarenideadas por unaared de calosa que
desaparece primero en el extremo donde sergrard la megaspora funcional. Esta
pared aisla a las células dejido que las rodea, probablente reduciendo el flujo de
nutrientes necesarios para el desarrollo de la megaspora. En el desarrollo del saco
embrionario tipo Polygonum la célula que sobrevive inicia el proceso de
megagametogénesis. Luego de tres mitosiessuas, el saco embrionario comienza a
celularizarse para formar la estructuraafi formada por siete células. Los 2 ndcleos
polares migran a la posicion ¢, donde en algunas espededusionan para formar el
ndcleo del endosperma secundario, y erasotse fusionan momentos antes de la
fertilizacion. Durante la diferenciacion cedul la polarizacion del eje calaza-micropila
establecido al principio del darrollo del gametofito femenino va a determinar que los
nucleos posicionados en el extremo micropdardiferencien en laélula huevo y las
células sinérgidas, mientras que los nuclensel extremo calazdbrmen las células
antipodas. En el extremo calazal de la cdtulevo y las sinérgidda pared celular esta
ausente, permitiendo el contacto directo de las membranas plasmaticas. La polaridad del
gametofito femenino se cree esta definido lpoasimetria de las capas que rodean al
ovulo, por lo tanto se encontraria bajo el control esporofitico, pero ain no se han

identificado los factoresesponsables [2, 4, 5].
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Figura 1.2: Esquema de Megasporogénesig Megagametogénesis del
Polygonum sp.

tipo
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1.1.2. Microsporogénesis y microgametogénesis

Los estambres estan compuestos worfilamento largo que contiene un haz
vascular que conduce agua y rertes desde la flor haciadatera en la parte superior.
En la antera, se encuentran los tejidesponsables de llevar a cabo funciones
reproductivas (formacion de las microsporas polen) y no reproductas (estructurales
y dispersion), permitiendo que se produzca lnacion y fertilizacion. En su interior,
las anteras poseen un grupo de células gpquetes diploides que daran origen al
endotecio, involucrado en la dehiscencia daritera; el tapete y los microsporangios
(sacos polinicos) [6]. El desarrollo del poleiable es dependientde la presencia del
tapete, cuyas funciones son la nutricion deracrosporas y la formacion de la pared
externa (Figura 1.3, tomada de [6]).

El programa de microsporogénesiangenza cuando las células madre de las
microsporas se rodean de calosa aislando$ssd=lulas esporofiticapara luego entrar
concertadamente en una digisimeidtica. En este puntoslmiveles citoplasmaticos de
ARN mensajero y ribosomal disminuyen drastieate, y los plastidos se desdiferencian
y replican [2]. La tétrada de microsporas loages resultantes sedean de una pared de
calosa propia, a la vez que comienzan a taatela pared del greo de polen. La pared
del polen de las angiospermas consistautaerosas capas de materiales quimicamente
diferentes: una capa externa de esporopolenina (la exina), que consiste de dos subcapas:
la sexina y la nexing; una capa pectoceluldsica mas ingeda intina. Al momento de la
citocinesis de la tétrada de microsporagjeterminan las zonas donde posteriormente se
van a ubicar los poros de germinacion delot polinico. La composicién quimica de la
exina es desconocida, principalmente por éngestabilidad de la esporopolenina, lo que
imposibilita degradarla en componentes masikesy facilitar asi su estudio. Analisis
bioquimicos diversos revelaron una mezclabamolimeros lipidicos, acidos grasos de
cadena larga, fenilpropanoides, compuedtslicos y carotenoides. Ademéas de la
proteccion mecanica que brinda la exina, caga rica en lipidgdlamada trifinapollen
coat o pollenkit, llena los espacios entre las baculas de la superficie de la exina y provee
numerosas e importantes funciones, conadl@erencia a los polinizadores, interacciones

polen-estigma, proteccion contra la deshab#in excesiva, la radiacion UV y el ataque
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de patdgenos. Andlisis quimicos han demdstia presencia de ésteres no polares de
acidos grasos de cadena media y larga, addasdena muy larga, proteinas pequefas y
glicoproteinas. Los éstereso polares incluyendo ésterede fenol o triterpenos
mantendrian la fluidez de la capa de tdfioon el fin de consear proteinas y otras
sustancias presentes en ella. En plantasstigmas secos, los acidos grasos de cadena
larga presentes en la pared del grano de polen son importantes durante el contacto inicial
de la superficie estigmatica, actuando como moléculas sefalizadoras o
solubilizando/estabilizando osocomponentes sefializadores larncapa de trifina o la
pared celular. En maiz se ha identificado @seproteinas predominantes en la capa de
trifina son endoxilanasas y o$rgglucanasas que se expresam el tapete y se cree
ayudarian en la penetracion del tubo potindentro de las paides celulares de las
células estigmaticas [2].

Finalizada la meiosis, el tapete conziara producir calasa, enzima que libera a
las microsporas al degradar la pared goneuelve a cada tétrada y a cada microspora.
Luego de la liberacion, el citoplasma k@& microsporas se reorganiza adoptando una
distribucion polar, donde las vacuolas pegses@afusionan formando una vacuola mayor
central que restringbacia un lado la mayor parte défoplasma y los plastidos, y el
nacleo hacia el otro. Esta polarizacion deseecada division asimétrica llamada mitosis
del polen | que determina el destino de t&ulas hijas: se diferencian una célula
vegetativa grande, que sera responsabladesarrollo del tubo polinico; y una célula
generativa pequefia, que posteriormente @igirlas células espeaticas. La célula
generativa se redondea y es encapsulada pétuka vegetativa, ubicandose en el centro
del grano de polen. Posteriormente, lauleébenerativa adquiere una forma ahusada o
alongada, estabilizada por un complejo deratibulos alineados b largo de ella.
Aungue no posea una verdadera pared celldacélula generativa madura posee una
matriz extracelular polisacaridic En muchas especies, dalula generativa se divide
antes que el polen se libere, formando dos células espermaticas aparentemente idénticas
(polen tricelular; Arabidopsis y maiz, por ejo), mientras que en otras, la division
ocurre durante la germinacién del tubo pobn{polen bicelular; tomate, por ejemplo).

Los pasos finales de la maduracion del polénciden con la antesisla dehiscencia de
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las anteras, finalizando con la liberacion dedeanos de polen deshidratados (15-30% de

contenido de agua) [2, 7, 8].

Desarrollo

Figura 1.3: Fotografias en campo claro dedesarrollo de la antera de tabaco.
Secciones transversales de 10 nm tefidas adrdazoluidina. Fotografia tomada de
Goldberget al. (1993).A, célula arquesporialC, conectivo;CCC grupo de células
circulares;E, epidermisEn, endotecioMMC, células madre de las microsponsisp
microsporaspP, células parietale$?G, grano de polerPS saco polinicoSp células
esporogenasst estomio;T, tapeteTDS tétradasy, haz vascular.
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1.2. Crecimiento del tubo polinico

El polen es transportado pagentes bidticos o abidts y llega al estigma, donde
se deposita. La fertilizacion \aocurrir cuando eilcleo de una dedayametas presentes
en el polen se fusione con el de la ovocélggntras que el nucleo de la otra gameta se
fusiona con los dos nucleos de la célalentral. Como producto de esta doble
fecundacion, se genera elgoto (2n) y el endospermgBn), respectivamente. Sin
embargo, la fecundacién no sucede inmediatdena la polinizacidnel estigma esta
separado de los Ovulos por el estilo y otros tejidos de origen esporofitico como la
placenta, lugar donde los 6vulos se insertan por medio del funiculo. Las plantas han
desarrollado una estrategia que les permlitanzar los 6vulos. Una vez hidratado, el
grano de polen va a desdlao por uno de sus poros un tubo polinico, una estructura
tubular de crecimiento apical que tiene laazaglad de abrirse camino sobre o a través de
las paredes de las células papilares del estigma, el tracto transmisor del estilo, la placenta,
el funiculo y los tegumentos, hasta llegdaanicropila. Dentro de una de las células
sinérgidas, el apice del tubo polinico se rompe liberando las gametas, permitiendo que

posteriormente ocurra la doble fecundacion.

1.2.1. El tubo polinico

Al depositarse sobre un estigma humedo como el de tomate, el grano de polen se
hidrata y las vacuolas se fusionan formandognaa vacuola central. En este momento,
se puede observar microscopicamente eliande una conspicua reorganizacion del
citoplasma. La intina frente a uno de Ipsros se comienza a expandir, quizas en
respuesta a la entrada masiva de agua dulafigratacion, iniando la formacion del
tubo polinico [3]. Establecido el incipientelbo, éste se diferencia mostrando una
polarizacion celular interna que se va a reaet hasta que se descarguen las gametas
(Figura 1.4) [9]. En el apice bwibo polinico, se encuentra larma clara, definida de este
modo por su aspecto al micropio éptico dada la ausencia de amiloplastos y la vacuola
de gran tamafio. Esta zona estd caractexipad la presencia de numerosas vesiculas
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secretorias que contienen precursores derkldpzelular, son generadas en el aparato de
Golgi y se disponen en forma de embudo itider[10-12]. Por detras, se encuentra la
zona subapical altamente poblada de metes metabdlicamente activas como las
mitocondrias, reticulo endoplasmico y apaméoGolgi. Estas 6rganelas nunca penetran
la parte mas apical de la zona clardn @uando no existe ningurestructura celular
evidente que lo impida [9, 13]. Por detras dedaa clara, esté la zona nuclear, donde se
encuentra el nucleo de la célula vegetayvéas células espermaticas, junto con las
organelas de mayor tamafio. La zona vacuolaisgone por detrds de zona nuclear y
posee una vacuola tubular de gran tamaifi® crece a medida que el tubo polinico lo
hace. Esta restringe el citoplasma a la papieal del tubo. Regularmente, por detras de
la vacuola, se generan tapones de calosasgparan las zonas mésjas del tubo del
apice en activo crecimiento. En zana mas distal dentro ¢k zona clara y en la zona
nuclear, se observa una caracteristicaieme citoplasmatica en forma de “fuente
invertida”, que lleva corticalmente vesiclg organelas desde tlbo hacia la parte
subapical, donde esta corriente revierte el sentido y retorna partéacentral del tubo
polinico [14]. El citoesqueleto de actina las proteinas asociadas a ella son las
responsables de este movimiento. Apreamte, la actina se encuentra formando
flamentos cortos, por Igue el movimiento de las vesiculas seria d¥@wvniang
poniéndose en contacto con la membraaarphtica y fusionandose, aportando material
de pared y membrana celular. El excesontembrana plasmatica se recupera por

invaginacion de vesiculas [9, 15-20].

1.2.2. Crecimiento apical

Existen numerosos factores que Uact concertadamente permitiendo el
mecanismo de crecimiento adical citoesqueleto dactina y sus proteinas asociadas [18,
21], la concentracién de €antracelular ([C&7;) [9, 12, 22], el pH intracelular [12, 22]

y otros iones (K, CI [12, 22], fosfoinositidos y lipidof23]; y las proteinas pequefias
gue unen GTP [23], entre otros. Todos gstomponentes no actuan de forma aislada,
sino que tienen sus efectos sobre los sptformando una red compleja finamente
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5= Microtibulos i #F Aparato de Golgi
& Reticulo Endoplasmatico  *¢  Vesiculas secretorias

>¢ Microfilamentos de actina ~ #,@ Mitocondrias

Figura 1.4: Esquema de Tubo Polinico en crecimientd, zona clara apicaB, zona
subapical;C, zona nuclearD, zona vacuolarcg, célula generativafa, franja de
actina;ncy, nucleo de la célula vegetatiwg; vacuola.

regulada. Por este motivo, la perturbacioncdalquiera de los componentes de la red
resulta en los mismos fenotipos aberramiag todos ellos, como ser el arresto del

crecimiento, la formacion de un 4pice globoso, etc [9, 18, 23-25].

1.2.3. El citoesqueleto de actina y sus proteinas asociadas

El citoesqueleto de actina es fundameptah el crecimiento apical en el polen,
ya que dirige las vesiculas @pice del tubo a la vez quenftiona de andamiaje para el
transporte de las organelas [9, 12, 18]. dibesqueleto de actina forma cables
longitudinales corticales, mas o menos paral€lotre si que se extienden hasta la zona
subapical. Alli, estos cables son reemplazgawsfilamentos cortos de actina formando
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una estructura anular subapical altareersiensible a las pearbaciones extra e
intracelulares. Esta estructdlamada “franja de actina” (apical actin fring@, marcaria

el lugar donde las corrientes citoplasmaticas reviertesestido [13-16, 26, 27]. Luego
de esta estructura, el apice del tubo pabimiarece de filamentos de actina. Se han
observado numerosos fenotipos anormalesiados a la presencia de filamentos de
actina en el apice del tubo: la extension declmbles del tubo dentd®l 4pice resultan en

un arresto del crecimiento [25, 27]; mienttage la formacidon de una red de filamentos
cortos o bandas transversales de actiga han visto asodas al crecimiento
isodiamétrico del tubo, resultando en un tubo &pice globoso [27]. Las actividades de
proteinas que unen actina tales como profilina, cofilina/factor despolimerizante de actina
(ADF, actin depolymerizing factrvillina, gelsolina/fragmina y formina asegurarian la
distribucion especifica ddos microfilamentos en spuesta a cambios i6nicos
citoplasmaticos y en respuesta a prwei transductoras de sefiales y segundos
mensajeros (CAMP, cGMP, NO, fosfoinositidos, etc.) [Ver Tabla 1.1].

1.2.4. La concentracion intracelular de C&", el pH intracelular y otros iones (K,
Cl")

Los tubos polinicos en crecimientbantienen un gradiente decreciente de
concentracion de Gay H' desde el apice hacia la base del tuboLiiam longiflorum
la concentracién de &aen el 4pice alcanza valores deyd, disminuyendo a 0,AM
en una corta distancia por detras del mishas tubos polinicos también mantienen el
extremo apical ligeramente &cido. Por detes la misma zona donde se localiza la
“franja de actina”, se detecta una rmyillamada “banda alcalina”, donde el pH
citoplasmatico puede ser alrededor de 1 whioeyor que en el éemo apical. Esta
zonacioén es indispensable para el crecimigr@@ue la disipacion da misma resulta en
el arresto del desarrollo ldetbo polinico [9, 21, 24].

19



Proteina Interactiacon  Funcién Reguladapor

ADF/Cofilina G-y F-actina Promueve la liberacion dénién a F-actina

mondmeros de extremos “-'inhibida por

de F-actina y la fosforilacion y

fragmentacion. Se localizaunion a Ptdins

en la franja de actina (pHOtras proteinas

bésico). (Actin Interacting
Protein 1y
Rac/Rop GTPasa).

Forminas F-actina Participa en la formacion de
haces no ramificados y en la
sefalizacion involucrada en
la polaridad celular vy
citocinesis. Nuclea
filamentos de actina en los
extremos “+”, también
fragmenta filamentos.

Gelsolina 'y F-actina Estimula la fragmentaciomtdins (?).
Severina mediada por profilina, cubre
extremos “+” y actia de
nucleo de nuevas

polimerizaciones de forma
dependiente de [¢§

Profilina G-actina Impide la polimerizaciéri-osforilacion.
cuando los extremos “+"Ptdins (?).
estan bloqueadosOtras proteinas.

(dependiente de [G3) y
permite la polimerizacion
cuando éstos estan libres.

Vilina F-actina Promueve la formacién de
haces de actina. Con altas
[Ca®] cubre los extremos
positivos y fragmenta los
haces.

Tabla 1.1: Algunas proteinas que une actina y sus funciones [18]
Extremos “+”, corresponde a aquellos por dond@déimerizacién es mas activa que la
despolimerizacion; extremos *“-”, corresponde a los extremos por donde la
despolimerizacion es mas activa que la polimerizacion.
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La entrada de G& se produce principalmente teavés de canales ubicados
apicalmente en la membrana plasmatica ffasenecesarios para la generacion del
gradiente [28-30]. Por otro lado, también hee detectado la sdf subapical de Ga
desde el tubo a través de bombas en lmlnena plasmatica. Mutantes de Arabidopsis
en un gen que codifica para un&EATPasa que se localiza Bnmembrana plasmatica,
muestran esterilidad masculina [31]. La liberacion regulada desde depésitos internos
podria contribuir ea dinAmica de CGa intracelular, especialmente cuando se considera
la gran cantidad de reticulo endoplasmaticéaezona subapical [9]. Con respecto al pH
intracelular, se ha detectadna corriente que ingresa ln el apice del tubo y otra que
libera H en la base de la zonaach, y posiblemente justifican el gradiente intracelular
[32].

Algunas de las funciones del Caestarian relacionadaa la regulacién del
citoesqueleto, la endo y exocitosis [33, 34], etc. El aumento d&i[€sta asociado a la
fusion de la vesiculas a la membrana mkica [34], proceso en el cual estarian
involucrados calmodulina y cAMP: la digmcion localizada delos niveles de
cualquiera de los dos, resulta en una inhibiciéria actividad secretoria, seguida de una
reorientacion del crecimiento del tubo polinico [35].

Las funciones del Ky el CI en el crecimiento apicalon menos conocidas que
los iones mencionados antes. Se sabe qué ekKiecesario para el crecimiento de los
tubos polinicos, dado que mutanids Arabidopsis en un canal d€ iipo inward-
rectifying (SPIK), perteneciente a la familia de canales Kv, imposibilita el crecimiento,
resultando en una disminucién de la compediéid reproductiva [36]. Por otro lado, el
ClI" estd completamente ausente en el &pice del tubo polinico, pero ingresa
subapicalmente. La inhitibn de la entrada del Gksulta en un bloqueo del crecimiento

y en el aumento del volumen del tubo polinico [37].

1.2.5. Fosfoinositidos y lipidos

El fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PtdingP y sus derivados participan en
numerosos procesos celurencluyendo la regulacion deitoesqueleto, el trafico
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vesicular, la homeostasis de’Cy otros, todos importantes ehproceso de crecimiento
apical [24, 33, 38]. Dependiendo defdafolipasa que procese el PtdipsiBs productos
gue se obtienen son inositol 1,4,5-trifosfatoz)I diacilglicerol (DAG) cuando la
fosfolipasa es la C (PLC); o, a partir de Ptdinseé obtiene directamente acido
fosfatidico (PA) por accion de la fofftasa D (PLD). Alternativamente, el DAG
producido por la PLC puede ser conwwtipor acciéon de la DAG quinasa en acido
fosfatidico [23].

En polen, se ha demostrado que la funcion principal deddifa la liberacion de
Cd&" desde reservorios ternos. Tanto el K como el Ptdinsp participan en el
mantenimiento del el gradiente [Cay la secrecién de vesiculas en el extremo apical del
tubo, y por ende en el crecimiento del tuBoando se regulan las concentraciones gle IP
o PtdInsR intracelulares edgapanthus umbellatuse modula [C4];, se reduce la tasa
de crecimiento y se reorienta el €e crecimiento. El aumento de PtdInskhibe la
secrecion de vesiculas y redupero no arrestal crecimiento. Sin embargo, el aumento
de IR, alin cuando produce urcpide liberacién de Gasimilar a Ptdinsg estimula la
secrecion de vesiculgsarresta el crecimiento [33]. s resultados podrian ser producto
de diferentes respuestas celulares pagaolPtdinsi, o bien, que el catabolismo de
PtdinsB ademas de producir JRjenera PA, sumando efectadicionales. Una de las
propiedades del PA da traslocacion de Gha través de la membrana plasmatica,
haciéndolo importante para el crecimiento del tubo polinico. La reduccion de PA por
accion de antagonistas de su acumulac@ninhibidores de la PLD, arrestan
reversiblemente el crecimiento polarizado. diaminucion de la concentracion de PA
resulta en la disipacion del gradiente dé'@sinhibe el recicladde la membrana apical
[33].

En Petunia inflata se ha descrito una PLC que se localiza predominantemente en
las anteras y los granos de polen, y espeartfente en la membrana plasmatica del apice
del tubo polinico. La expresidhe mutantes de PLC dominastnegativas resulta en la
ausencia del gradiente apical d€Cha disrupcion del citoesquétede actina, arresto en
el crecimiento e hinchazon ldépice del tubo polinico. Emillium davidii, existen

evidencias que la actividad de una PLC net@$mra el mantenimiento del gradiente de
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Cd", estaria regulada pda actividad de um proteina G trimérica, ademas de ser
estimulada por la presencia de CaM extracelular [39].

IP; también regula la concentracion adelular de otro segundo mensajero, el
cAMP. En el polen, se ha demostrado que AP participa en la orientacion del tubo
polinico. La aplicadn extracelularin vitro de compuestos que elevan los niveles de
CAMP (forskolina o dibutiril cAMP) en lgproximidad del extremo apical, dirigen el
crecimiento del tubo hacia el agonista; miastque el efecto de compuestos que reducen
los niveles intracelulares de cAMP (tidina o Rp-8-Br-cAMPS) tienen el efecto

contrario en la direcciédel tubo polinico [40].

1.2.6. Proteinas pequefias que unen GTP

En mamiferos y levaduras, las proteinas pequefias que unen GTP (proteinas G
pequefias) poseen un bajo peso molecylastan involucradas elas sefalizacion.
Pertenecen a la superfamilia de proteinas Ras, que incluye 5 familias: Ras, Rab, Arf, Ran
y Rho [24, 41]. La actividadegulatoria depende de smion a GDP o GTP: unidas a
GTP, activan a sus efectores rio abajo haqséasu propia activida@TPasa las convierte
en su forma inactiva unida a GDP. En esteseinas, las velocidades de reaccion de
intercambio GDP-GTP y de hidrdlisis del GTP suelen ser lentas, y las interacciones con
sus efectores pueden ser moduladas pooriestde intercambio de nucledtidos de
guanina guanine exchange factoGEF) y proteinas actidaras de la GTPas&{TPase
activating protein GAP). Las proteinas G pequefas regulan una gran cantidad de
procesos celulares, desde fusiones de memals hasta importaxi nuclear. En tubos
polinicos, estan implicados en al menos paxcesos vitales: gellacion del trafico de
vesiculas y de los microfilamentos deiretFigura 1.5) [23, 41].

El crecimiento rapido y patizado requiere un sistersacretor activo que provea
la gran cantidad de materiaquerido para lalongacion del tubo pimico. Por ende, la
exocitosis es el mayor cailtuyente al crecimiento patizado, abasteciendo de
membrana plasmatica, materiales de paredirers y receptores que perciban las sefiales
del tejido femenino, etc [42]. También se ha observado endocitosis activa en el épice
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utilizando compuestos fluorescentes impeabiles (FM4-64, entratros) [19, 20, 34]. Se
cree que mediante la endocitosis se recupeta ga la membrana celular proveniente de

las vesiculas fusionadas previamente méanbrana plasmatica. Manteniendo un balance

Exo vy Endocitosis
Familia Rab

Exocitosis

Palimerizacion de Actina y [Ca?™];
Famiha ROP/Rac

[CaZ+]

Figura 1.5: Proteinas G pequefias involucradas en el crecimiento del tubo
polinico. La familia Rab esta involucrada enelgo y endocitosis. Rab se encuentra en
el citoplasma en su estado inactivo unid@@P en la zona subapical. Por accion de
GEF, Rab une GTP y se activa, acercanddaem@mbrana plasmatica e iniciando el
trafico vesicular hasta el apice del tubo. GAP estimula la actividad GTPasa de Rab,
inactivandola. Rab-GDP se localiza nuevamente en el citoplasma.

La familia ROP/Rac esta relacionada al citoesqueleto Y J[C#&or accion de
ROPGEF, ROP se activa, promoviendo la entrada déapical mediante la accién
de RIC3. Por otro lado, RIC4 promuevepalimerizacion de actina en las zonas de
baja [C&"]i. La hidrélisis del GTP asociad® ROP/Rac estimulada por ROPGAP,
resultaria en una disminucién de laéiddad de los efectores RIC3 y RICA.
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entre el tréfico anterégrado y retrégrado,sga tanto el crecimiento como el reciclado
de membranas, convirtiendo estos dos proceso$a fuerza motora en la regién de
expansion de la membrana celular del tubo polinico [23].

La exo y endocitosis ocurre por el fimmamiento de una maquinaria de fusion
celular similar en los organismos eucarsot®or ejemplo, Araldbpsis codifica para
proteinas homadlogas del complejo SNARE, involucrado émsién entre vesiculas y las
membranas de destino [23]. Aunque aun ndae encontrado en plantas verdaderas
GTPasas del tipo Ras, si se encuentran homélogos de Rab e Ypt de mamiferos y
levaduras, respectivamente. Ambas pertenecda familia de proteinas G pequefas
relacionadas a Ras que regulan el dpamte retrogrado yanterégrado entre
endomembranas y la membrana plasmatica.eRdh familia mas grande de proteinas G
pequefias y controla el acoplamiento de lasicutas al citoesqueleto, el transporte y
anclaje de vesiculas. En taba se ha descrito la preseén de al menos dos proteinas
pertenecientes a esta familia. Una de ellas, NtRab11b, se localiza en la zona clara, dando
evidencia de su posible asociacion a vesscatcretorias. Estadalizacion se dispersa
por la accién de agentes despolimerizanteaatiea, o que sugeriria que NtRab11b esta
asociada a vesiculas que se desplazan soigrefilamentos de actam Por otra parte,
NtRabllb estaria involucrada en la endocitogsgue la inhibicion funcional de ésta
impide la acumulacién apical de compuedtosrescentes impermeables. La regulacién
de la localizacion de NtRabllb dependeridadactividad de las GAPs y GEFs, ya que
una dominante negativa de NtRab11b uni@&Dd bloquea la acumulacion apical de ésta,
mientras que una version constitutivamente activa unida a GTP, resulta en una
acumulacion uniforme de la mutante en ec@pla expresion de cualquiera de estas
versiones en plantas resulté en una mendfidad masculina. Por lo tanto, una correcta
relacion entre la forma activa e inactiva de Rab debe ser mantenida para lograr un
eficiente transporte de vesiculased@pice del tubo polinico [43].

En numerosos organismos eucariotaszT@asa Rho regula la organizacion del
citoesqueleto de actina y el desarrollo deddaridad, controla la expresion génica, la
sintesis de pared, la produccion de petdxde hidrogeno, endocitosis, exocitosis,
citocinesis, progresion del ciclo celular ydderenciacion celulaj24, 44]. En plantas,
estas GTPasas se llaman R®Rd-related GTPase from plaptg se ha encontrado que
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tienen una importante funcién en la elongadéhtubo polinico en Arabidopsis [45, 46],
arveja [47] y tabaco [48], & otros. Las ROPs se acumukn el apice del tubo polinico,
donde llevarian a cabo sus funciones. Lpresion de una mutante constitutivamente
activada unida a GTP resulta en el crecitaesodiamétrico del apice del tubo, dando un
aspecto globoso; mientras que la expmeslé una mutante dominante negativa unida a
GDP resulta en un arresto del crecimiento. Estos experimentos demuestran la posicion
central en la regulacion delemimiento del tubo polinico das ROPs. En el apice, ROP
activa la quinasa de fosfatidilinositol, llevando a la formacion de PtglgsP participa

en la liberacion de G4 La expresién de las mutantesidas a GTP o GDP en tubos
polinicos resultaron en la formacion decrofilamentos de actina largos o cortos,
respectivamente, indicando que esta protedst involucrada en la dinamica del
citoesqueleto [46]. La actividl de ROP ocurre por lactivacion de sus efectores
llamados RICsROP-interactive CRIB-containing prote)ngl9]. Se ha demostrado que
dos integrantes de esta familia de proteinas, RIC3 y RIC4, interactian con ROP en
caminos que se contrarrestan mutuameni€4Rromueve la polimerizacion de F-actina,
mientras que RIC3 promueve el aumento de&[Ganduciendo la despolimerizacién de
los microfilamentos [50]. Por otra partgmbién se han identthdo algunos de los
correspondientes RopGEFs [51, 52],pB&\Ps [27, 53, 54] y RopGDIs (pdROP
guanine nucleotide diss@tion inhibitor, transloca a ROP desde la membrana plasmética
hacia el citoplasma u otra®nas de la membrana plagiod) [27, 55], modulando el
crecimiento del tubo polinico mediante la regibn de la actividad de ROP. Por ultimo,
ROP también estaria involucrada en la ragidn de la endo y exocitosis, ya que la
germinacién de granos de polen en presemle analogos no hidrolizables de GTP
interfieren con estos procesos. El uso de @®Rlisminuye la tasa de crecimiento,

mientras que GTfS tiene el efecto contrario adentispromover la exocitosis [34].

1.3. Transduccién de sefales en plantas mediada por receptores quinasa

Los receptores anclados en la membrana juegan un papel fundamental en todos

los organismos al reconocer sefales debiante y de otras células y activando las
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cascadas de sefalizacion rio abajo. Las proteinas receptoras quiResgstof-like
kinases, RLKsse encuentran en metazoos y plantantienen un domim extracelular
gue esta unido al dominio quinasa por una reggmsmembrana. El analisis de los datos
obtenidos de los proyectos genoma dentds completados hasta el momento, han
permitido identificar cerca d600 RLKs en Arabidopsis y mas de 1100 en arroz [56].
Utilizando la genética directa o reversa,hs@ descrito numerosos RLKs que estarian
involucrados en un amplio rango de procefsislogicos, como la interaccion planta-
patdgeno y la defensa, percepcion de hormotesarrollo, morfogésis, diferenciacion,
etc. Sin embargo, sélo algunos representadee®sta gran familia, como el sistema
CLAVATA y el receptor de brasinosteroideBRI1), han sido caracterizados
bioquimicamente demostrando alguna de ldaci@nes directason otras proteinas
involucradas en el camino de transduccion de sefales.

El sistema de transduccién de sefiales de CLAVATAM1, CLV2y CLV3
actia en el meristema apical del vastagstringiendo la expresion del factor de
transcripcion WUSCHEL (WUS)regulando asi el tamafio y la diferenciacion del
meristema [56]. CLV1 codifica para un retmpquinasa con motivos ricos en leucina
(leucine rich repeats, LRR57], CLV2 codifica para un receptor con motivos LRR sin
dominio quinasa [58] y CLV3 es un pequepolipéptido secretado [59]. El fenotipo
observado por la inactivacion del sistemaVCeés similar al quese obtiene por la
expresion de WUS en mutantels. Soélo se conocen dos componentes citoplasméaticos
del sistema: la proteina ROP y un posiblgutador del sistema, la proteina fosfatasa
asociada a proteinas quinakmdse-associated protein phosphatasaPP). KAPP se
une a numerosos efectores, entre losless se encuentra CLV1 [60, 61]. La
sobreexpresion y cosupresion de la expred®iKAPP sugieren que esta proteina esta
involucrada en la represidte la actividad de CLV1. Sin embargo, no existen estudios
gue muestren el mecanismo por el cual KAPP actua sobre el sistema de CLV.

Los brasinosteroides (BRs) son hormonas esteroideas esenciales para eventos de
sefalizacion durante el crecimiento, desarmpllespuestas al medambiente [56, 62].

El receptor de brasinosteroides, BRI1, fue encontrado escrgeningpara mutantes
insensibles a BR en Arabidopsis [63]. Las mutabtéks muestran enanismo, esterilidad
masculina y desetiolacion en la oscuridacnaéls de otros fenptis [64]. BRI1 es un
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receptor quinasa transmembrana con un extrextracelular con motivos LRR que une

BR [65]. Otros RLKs relacionados a la sif&cion de BR han sido identificados por
screenings genéticos y similitud de secueasi BAK1 (también conocido como
AtSERK3), es un LRR-RLK que interactiarcBRI1 [66, 67]. Se cree que luego de unir

BR, BRI1 formaria homodimeros y luego fosfaria a BAK1 [68]. Recientemente, se ha
identificado que en tomate, una proteina homéloga a BRI1 es también receptora de
sistemina, un péptido de sefializacion de228&minoéacidos involucrado en la respuesta

al dafio y a los mecanismos de defensa éan&oceas [69-71]. Rio abajo del receptor de
BR, se encuentra una proteina quinasarggela negativamente lzascada de sefales
llamada BIN2 BR-insensitive 2 BIN2 interactia con dos factores de transcripcion
BZR1 Brassinazole resistan)) [72] y BES1 bril EMS suppressd([73], probablemente
fosforilandolos, resultando en la degradacde los mismos. Ambas proteinas se
localizan débilmente en el nlcleo. La presencia de BR induce una fuerte localizacion
nuclear de ambos factores de transadipcregulando la expresion génica. BSUBLi1
suppressor Jles una fosfatasa de serina/treorgqona antagoniza los efectos de BIN2 e
incrementa los niveles de BES1 [62]. Existdéros ejemplos de proteinas asociadas a la
transduccion de sefiales mediada por BR yralifies modelos que intentan explicar el
modo de accién, sin embargo aun se desconocen los mecanismos moleculares por los

cuales la planta respondeessta hormona [62, 74-76].

1.4. LePRK1y LePRK2

Con el fin de identificar componentekel grano de poleinvolucrados en la
interaccién polen-pistilo, en el laboratwrse aislaron dos gemegue codifican para
proteinas receptoras quinasas (LePRK1 y WKBRespecificas de grano de polen de
Solanum esculentuMF 36 (tomate cultivado). Las secuencias aminoacidicas, deducidas
de las nucleotidicas, presentan todas lascberisticas de los receptores quinasas:
extremo extracelular, en estos casos owtivos LRR involucradas en interaccion
proteina-proteina; tracto transmembrangporcion citoplasmatica con los dominios
caracteristicos de proteinas quinasas. Hades posteriores se demostré que ambas
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proteinas son especificas del grano de pdien se expresan en otros tejidos), su
expresion ocurre en los estadios mas tard& desarrollo, aumentando la expresion de
LePRK2 notablemente durante la germina¢iy su localizacion en la membrana
plasmatica del tubo polinico indicaria que eatainhvolucradas en la interaccion con los
tejidos del pistilo. Ademas, se demosindvitro que los dominios citoplasméticos de
ambas proteinas presentaban actividad quicasado son expresadas heter6logamente,
aunque soOlo LePRK2 presenta actividadngsa en microsomas de polen [77]. La
incorporacion de extractos de pistilo de tomate y no de hoja, a dicha reaccion de
fosforilacion provocé una desfosforilacioe LePRK2 que re#d ser especifica,
mientras que el patron general de dodhcion de las demas proteinas de polen
permanecia inalterado. Esto sugirio0 que ahasela fosforilacion/desfosforilacion de
LePRK2 podria mediar algumdapa en la interaccion corsltejidos de pistilo [77].

También se ha demostrado, utilizando las técnicas de FPLC vy
coinmunoprecipitacion, que ambas LePRKs saientran en la membrana del grano de
polen y del tubo polinico formando un complejo de alto peso molecular (~ 400 kDa). Sin
embargo, al germinar los granos de polen en presencia de extractos de pistilo de tomate,
el complejo de alto peso molecular dem®ce, dando lugar a kEparicibn de cada
LePRK en su forma monomérica (~70 kD&sto Ultimo sugiere que uno 0 mMas
componentes del pistilo serian los passables de faractuar con los dominios
extracelulares de ambas LePRKs, produciendtesdosforilacion especifica de LePRK2
y la disociacion del complejo de LePRKs [78].

En busca de ligandos extracelularedadeLePRKSs, se rastrearon bibliotecas de
ADNCc de polen y pistilo de tomate mediaéetécnica de dos hibridos en levaduras,
utilizando como cebos los dominios extracelulares de las LePRKs (Egibacellular
domain3. En el primer rastreo, se enconrd AT52, entre otros candidatos. LAT52 se
une al dominio extracelular de LePRK2 antes, pero no después de la germinacién, por lo
gue actuaria en una forma autdcrina y se cree que su interaccion activaria una cascada de
sefales necesaria para la iniciacion del crecita del tubo polinico [79]. Esta proteina
ha sido profundamente caracterizada: B&es requerida para la germinacidrvitro y
para lograr la fertilizaciom vivo [80]. La germinaciénn vitro de polen que expresa el
gen antisentido para LAT52, resultdé en un fpwmas severo que cuando este polen se
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utilizaba para polinizar estigmas salvaj80]. Esta observacién sugiere que la
interaccion de LAT52 con LePRK vivo seria desplazada por algun otro ligando
cuando el polen se deposita sobre el estigma, permitiendo la germinacion.

Realizanduevosrastreogle bibliotecas de cDNA daistilo y polen de tomate,
se encontraron al menos dos ligandos pem LePRKs [81]. Ambos se unen a los
dominios extracelulares deePRK1 y LePRK2, y serian extracelulares. Se nombraron
LeSHY (numero de acceso en GenBank: AY376852) y LeSTIG1 (nimero de acceso en
GenBank: AY376851) de acuerdo a su similitud de secuencia con otras proteinas
descritas anteriormente en yeia [82] y tabaco [83]. L&$Y es una proteina con alta
expresion en polen maduro y germinado gasee un péptido sefal N-terminal seguido
de 10 LRR. La secuencia aminoacidica pasee identidad de secuencia del 69% con
una proteina anteriormente llamada PGPSID8HY [82]. En petunia, la expresion de
SHY aumenta en los primeros momentos del crecimiento del tubo polinico y es inducida
por flavonoides, que son necesarios plragerminacion del polen. Por otro lado,
LeSTIG1 posee un péptido sefial N-terminalyece de secuencias de retencion, es una
proteina rica en cisteinassg expresa especificamente endaa secretoria del estigma.

LeSTIG1 y LeSHY se unen ambas a ECD2 y ECD1. Fracciones enriquecidas en
LAT52 desplazan la unién entre LeSHY yRRK2, pero no la unién con LeSTIG1. Esto
indicaria que LAT52, o algun otro compuestegante en la muestra, tiene la capacidad
de competir la interaccion con LeSHYgero no con LeSTIG1. Por otro lado, la
interaccién entre LAT52 y LePRK2 es mpetida eficazmente por LeSTIG1l. En
conclusiéon, LeSTIG1 tendria una afinidadgayor que LAT52 y LeSHY. Dado que
LeSTIG1 es una proteina secretada, se analiefecto de un exudado de tomate sobre la
interaccion LePRK2-LAT52 y sebservo que una fraccion XPDa aun conservaba la
capacidad de desplazar la interaccion. La gexaidn de granos de polen en presencia de
LeSTIG1, pero no LeSHY o LAT52, resultdé @ma estimulacién del crecimiento con
respecto al control en ausencia de agtegd81]. LeSTIG1 no wdifica la orientacion
del crecimiento del tubo polinico, sino que lo estimula.

Con la misma técnica de doble hibrido lemaduras, se raahron rastreos de
bibliotecas de ADNc de polen, utilizando como cebo los dominios citoplasmaticos de
LePRK1 y LePRK2. En estos expermientos, dadas proteinas aisladas correspondié a
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KPP Kinase partner protein Se demostr6 que esta proteina interaatUgitro con

ambas quinasas, mientras gueivo solo lo hace con LePRK2. También se observo que
estaria asociada a la membrana plasmatica, aun cuando no presenta dominios
transmembrana; y presentaria diferentedorsnas fosforiladasLa sobreexpresion de

KPP en plantas, resulté en tubos polinidesapice globoso, muy similares a los que se
observan por sobreexpresién de versionestitativamente activadas de ROP [46, 49,

52]. Trabajos posterioresdicaron que esta proteigarresponde a un nuevo grupo de
ROPGEFs exclusivas de plantas [84].

Sin embargo, a pesar de encontrar al méressligandos extracelulares para el
complejo de LePRKs, aun se desconoce el componente presente en el extracto de pistilo
gue induce la desfosforilacion especificd é®RK2, ya que las versiones recombinantes
de LAT52 y LeSTIG1 no tuvieron efecto algp sobre el estado de fosforilacion de
LePRK2 (experimentos realizad@®r el autor de esta tesino mostrados). En este
trabajo, se exponen los resultados de ldfipacion y caractedacion del compuesto
responsable de la desfosforilacion especified.ePRK2, y los efegs fisiologicos que
este compuesto tiene sobre el crecinuiet¢l tubo polinico. Los resultados obtenidos
indicarian que este compuesto no seria ninguno de los encontrados anteriormente,
sugiriendo que se trataria de un nuevo ligando del complejo de LePRKs que tiene efectos

a nivel bioquimico y fisiolégico.
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2. Objetivos
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Objetivos

Los objetivos de estadis fueron los siguientes:
Purificar y caracterizar el componente prnueate del pistilo capaz de promover la
desfosforilacion especifica de LePRK2,;
Determinar la naturaleza quimica y la estructura molecular del compuesto;
Determinar los efectos fisiologicos queynca este compuesto sobre la germinacion

del grano de polen o elarimiento del tubo polinico.
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3. Capitulo 1: Respuestas bioquimicas del complejo de

LePRKs a un compuesto proveniente del pistilo
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3.1. Introduccion

Entre los mas de 600 receptores quindsatificados por homogia de secuencia
en el genoma de Arabidopsis, el gruposnggiande esta compuesto por aquellos que
cuentan en sus dominios extracelulares de motivos LRR [85]. Es a través de los LRR que
estos receptores unen los ligandos extracelutangisian una cascada de transduccion de
sefales rio abajo, tal como lsa demostrado en el caso de FLS2 [86], el receptor del
elicitor bacteriano flagelina; BRI1 y la uni@®e BR [65], y el receptade fitosulfoquina
[56, 87], etc. De forma general, la union lighndo recluta al receptmtras proteinas de
la membrana plasmatica y del citoplasma, estimula la autofosforilacion o la
transfosforilacion de las proteinas reclutadasivando el sistema e iniciando la cascada
de sefales, tal como ocurre en sistemas animales como el de los receptores ftlel TGF-
(transforming growth factgro EGF épidermal growth factgr[60]. En la mayoria de los
sistemas descritos hasta ahora, la activadel receptor desencadena la fosforilacion de
componentes citoplasmaticos rio abajo.

En sistemas animales, a pesar de existir pocos miembros en cada familia de
receptores quinasa, la capacidad de respuedlistintas sefiales teacelulares se ve
aumentada por la formacion de diferentesterooligdbmeros, que a su vez activan
componentes intracelulares particularescdea cascada [60, 88]. En plantas, se ha
observado la formacion de heterooligomeeosel caso de receptores como CLV1 [61,
89], ArabidopsisCRINKLY4 (ACR4), involucrado en allesarrollo embrionario [90]; y
BRI1. En el caso de BRI1, se ha demadd su heterooligomerizacion con BAKilvivo
[66] y cuando se expresaron en protoplastos de arveja [91] o en levaduras [67]. Aunque
recientemente se ha demostrado que rdsimo modo que ocurre en los sistemas
animales, BRI1 forma vivohomodimeros en ausencia tighndo, y sdlo interactia con
BAK1 luego de unir BR [68, 92]. La posibiad que los receptores de plantas actien
como los de animales, formando diferentes complejos dependiendo del ligando que unan
y transduciendo sefiales distmtasta siendo investigada. Elincipal obstaculo es el
desconocimiento de los ligandos para layona de los receptores que ya han sido

caracterizados. Hasta el momento, se hanriliesdt menos dos ejemplos de receptores
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con promiscuidad de ligandos: BRI1 y el complejo de LePRKs. Se ha demostrado que
tBRI1 (tomato BRI1) no solo une BR, sino que ad&snes uno de los receptores de
sistemina [69, 70, 93]. Recientemente se nl@iscla interacabn de BAK1 con los
receptores FLS2 y EFR (factor de elongaciar), involucrados en la defensa contra
patégenos, en un camino independiente gedaepcion de BR [94, PFEn ambos casos,

la unién al ligando pareceria no depender laepresencia de BAK1, pero si la
transduccion de la sefidPor otro lado, tal como sex@icdé anteriormente, LAT52,
LeSTIG y LeSHY han sido identificados mo proteinas que interactian con los
dominios extracelulares desléePRKs y se encontré quesldos primeros participan en

el control del crecimiento del tubo polinico [79, 81].

El complejo de LePRKs pareceria actdarun modo distinta los sistemas de
transduccion de sefiales mencionados ahawmeen tres aspectos. En primer lugar,
LePRK1 y LePRK2 forman heterooligobmeres la membrana plasmatica del grano de
polen maduro antes de percibir cualquier kpfaveniente del pistilo [78]. En segundo
lugar, LePRK2 se encuentra fosforiladaagisencia de ligandos del tejido femenino [77].
Por dltimo, en presencia de un ligando proveeiatel pistilo, LePRK2 se desfosforila
especificamente y el complejo de LePRKsspara en sus mondémeros, probablemente
iniciando la cascada de transdudecde sefiales [77, 78]. Eraptas, el Unico ejemplo de
un sistema de transduccion que en auaede ligando se encuentra formando un
complejo proteico de alto peso molecular, corresponde al sistema de
autoincompatibilidad §I, self incompatibility de las Brasicaceas [96]. Inmediatamente
antes de la antésis, se expresan dosejiras que corresponden a los determinantes
femeninos de la Sl: una proteina glicosilada extracelular S-Bcus glycoprotejny
una proteina quinasa SRK-{ocus receptor kinayeanclada a membrana plasmatica y
con su porcién extracelular similar a SL@mbas muestran diversidad de secuencia
alélica dentro de cada haplotipo S. Empéemento masculino de la Sl corresponde a
SP11/SCR %-locus protein 11/S-locus cystein dichn péptido de secuencia altamente
variable, secretado, de peso molecular merid kDa, basico y rico en cisteinas. En la
membrana plasmética de las células estigmaticas, SRK y SLG forman un complejo de
alto peso molecular permitiendo la uniénSteR. Al unir un SCR del mismo haplotipo,
se induce la autofosforilacion de SRK y skimla cascada de sefiales implicada en el
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rechazo del polen propio. Pero esto contrastd@ague ocurre en polen de tomate con el
complejo de LePRKs, donde la cascada delssit@menzaria con la desfosforilacion de
LePRK2 receptor acompafiado por una disociacion del complejo de LePRKSs.

En este capitulo, mostramos que LePRK1 y LePRK2 interactian aun cuando son
expresados heterdlogamente lemaduras, y que ademas se disocian en presencia de
extractos o exudados de estigma-estilo de termamo lo hacen en polen. Por otra parte,
los resultados de una breve caracter@madioquimica del extracto de estigma-estilo,
sugieren que el o los compuestos presented pistilo causantede la desfosforilacion
especifica de LePRK2 y la disociaci@e la interaccion LePRK1-LePRK2 serian
diferentes a los ligandos previamenteacterizados (LAT52, LeSTIG, LeSHY). De
acuerdo a esta caracterizacion, este compusstia resistente a altas temperaturas,
tendria un peso molecular comprendido enti® &Da y estaria presente en el apoplasto

tanto de tomate como d&cotiana tabacungtabaco) [78].
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Material vegetal utilizado

El polen maduro de tomate se wlai por vibracion de las anteras 8elanum
lycopersiconL. cv. VF36 (ycopersicon esculentyrivliller; tomate cultivado) crecido a
28°C y con 16 horas de luz. La mayor cadati de polen maduro se obtuvo de aquellas
flores de tomate que se encaian abiertas y con los pétalourvados hacia la base del
pedicelo, y que ademas presentaban el estiggm@amente por debajo de la apertura del
tubo conformado por las anteras fusionadas (lecha blanca efa Figura 3.1). Las

Figura 3.1: Flores deSolanum lycopersicon L. (Miller).
www.funet.fi/pub/sci/bio/lie/plants/magnoliophyta/rgaocliophytina/magnolipsida/solanaceae/lycoper
sicon/esculentum-1a.jpg

flores seleccionadas fueron manualmente ctatlas de las plantas y almacenadas en
bolsas de papel hasta el momesteovibrar las anteras. Paexoger el polen, el caliz y la
corola se retrajeron sobre el pedicelo gpartura del tubo conformado por las anteras se
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dispuso sobre la boca de un microtubo de 1,30midadosamente, se hicieron vibrar las
anteras tocando con ebrtexde mano encendido la base de las mismas. Se colectaron
200 pl de polen por micretbo proveniente de upool de flores y cada tubo fue
inmediatamente congelado en nitrégeno liquyidmacenado a -80°C. De las flores ya
utilizadas se diseccioné la parte superidrpistilo (estigma y estilo), que también fue
conservada a -80°C.

Los pistilos de tabaco se obtuvieronNleotiana tabacuncv. Xanthi D8 crecidas
a 28°C y con 16 horas de luz. Se colectaron estigma-estilo de aquellas flores de tabaco en
preantesis, cuando la flor haldlcanzado el tamafio maximoely antesis, siempre que el

tejido no estuviese oxidado. El tejido se almacend a -80°C.

3.2.2. Fraccionamiento y purificacion de mcrosomas de polen maduro de tomate

En un homogenizador vidrio-vidricdipo Tenbroeck (7 ml, Kontes) se
resuspendieron a 4°C ~50 de polen maduro en 5Qd de buffer de Lisis para polen
(BLP). Para romper los granos de polee, realizaron cinco dos de 1 minuto de
homogenizacion. Entre cada ciclo, se mantuvo el homogenizador en un bafio agua-hielo
por al menos 2 minutos con el fin de minimiearecalentamiento de la muestra por la
friccion. Luego de la ruptura, el homogenattransfiri6 a un microtubo de 1,5 ml. El
homogenizador se enjuagd con 500le BLP y este sobrenadante también se transfirid
al microtubo. EI homogenato completo cntrifugd a 10.000 xg por 15 min a 4°C. El
sobrenadante conteniendo principalmenteicrosomas, ribosomas y proteinas
citoplasmaticas fue transferido a un tubo pdtecentrifuga. La muestra se centrifugo a
100.000 xg por 90 min a 4°C. El sobrenadantggSe reservd aparte y ekllet
conteniendo la fraccibn microsomal se §féd a un microtubo de 1,5 ml y se agreg6
BLP suplementado con 0,5% de NP-40 (cotramn final, BLP+NP-40). Utilizando
microbarras magnéticas (10 mm x 3 mm), se dgitduestra en un bafio agua-hielo por
60 min hasta resuspender completamdniego, se centrifugdé a 10.000 xg por 10 min a
4°C, y se conservo el sobrenadante.téaos los casos, se agregé BLP+NP-40 para

lograr una concentracién igual o menor quari@ml, con el fin de evitar la formacién
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de agregados. El 1&® y el pellet resuspendido (&) de ultracentrifugacion se
fraccionaron, congelaron y conservaron en ultracongeladora (-80°C). La determinacion
de proteinas se realiz6 por el métodoBieA de acuerdo a las especificaciones del

fabricante (Pierce) o Bradford ambos modificados para microplacas [97].

Bufferde Lisis para polen (BLP):

50 mM Tris-HCI pH 7,5.

50 mM NacCl.

1 mM EDTA pH 8,0.

1X Cocktail de Antiproteasas (Comgie EDTA-free: PMSF, Pditoc SC, Pefabloc SC

Plus, Aprotinina, Leupeptina,-macroglobulina y E-64; Roche).

3.2.3. Ensayo de fosforilacion

Primero, se preparé wtockconteniendduffer de fosforilacién 1X y 15ug de
proteinas de Byreaccién. Cada muestra de extractoflado (tratado o no) se llevo a un
mismo volumen con dbuffer que correspondiera segun el caso y/o agua. Luego, se les
incorpordbuffer de fosforilacion pardograr una concentracidimnal de 1X. El ensayo
comenz6 con el agregado de 0,126i de *PyATP/reaccién alstock mezclando
inmediatamente y administrandolo a cada muestig)(@.as reacciones se incubaron
por 10 min a temperatura ambiente (25-30§@) ensayo se detuvo con el agregado de
Cracking buffer5X. Las muestras se calentaron 8k a 100°C, se centrifugaron por 3
min a 10.000 xg y las proteinas ®s% sobrenadantes sepaearon por electroforesis

desnaturalizante en gelesidiacrilamida con SDS egeles de 8% (seccion 3.2.4).

Bufferde fosforilacién 5X:
250 mM HEPES.

10 mM MnCb.

10 mM MgCL.

5 mM CacC}.
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5 mM Ditiotreita (DTT).

Cracking Buffel5X:

10% SDS.

50% Gilicerol.

25% -mercaptoetanol.

125 mM Tris-HCIl pH 7,4.
0,004% Azul de bromofenol.

3.2.4. Electroforesis en geles desnaturalizaes de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE)

Los SDS-PAGE que se realizaron en éssis respetaron slguiente protocolo.
Las separaciones electroforéticas se Hewaa cabo a 15 mA por gel hasta que las
muestras atravesaran el gel concentradduego se elevé la caente hasta 30-35 mA
por gel, dejando escapar el frente de cornidsta el marcador de proteinas de 32,5 kDa.
Los geles se transfirieron a membmnde nitrocelulosa (Hybond® ECL®, GE
Healthcare) por el método de transferencia secai. Para obtener la sefial radiactiva, se
utilizd el sistema de aut@diografias sin film Srm® 820 Phosphorimager (GE

Healthcare).

3.2.5. Cepa de levaduras, condiciones de crecimiento e induccion de expresion de

proteinas heterdlogas

Para la expresion heteogla de LePRK1 y LePRK2 éaccharomyces cerevisjae
se utilizaron dos cepas existentes eh laboratorio: ScK1K2 y ScWT. Ambas
corresponden a la cepa BJ2168 (MAGr@1-407 prb1l-1122 pep4-3 leu2 trpl ura3-52
gal2) conteniendo o no los genale LePRK1 y LePRK2, respectivamente. La cepa

ScK1K2 lleva los vectores de expresién levaduras YCplIFBEU2)-LePRK1-c-myc,
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YCpIF6(URA3)-LePRK2-glu-glu e YCpIF12(TRPIreservado para la expresion de una
tercera proteina adicional en caso de smresario]. Estos vectores poseen elementos
necesarios para su propagacion en bacternigge(ode replicacion gen de seleccion) y
levaduras (secuencia ARS1 de replicaciéentromero y gen marcador de seleccion).
Ademas, estos vectores tienen un sitionddticlonado rio abajo del promotor GAL1,
inducible por galactosa [98]. Los genes @uefusionados a las sefales c-myc (LePRK1)
0 glu-glu (LePRK2) para su deteccion cori@rerpos comerciales desarrollados contra
estos epitopes. Las levaduras SCWT llevanitana serie de vectores pero vacios.

Los cultivos de levaduras se iniciaron inoculando 50 ml de medio liquido sintético
definido suplementado con aminoacidos (sucina ni Triptofano), bases nitrogenadas
(sin Uracilo), y glucosa 2% (SD+DO-LUW+@iosa) con levaduras crecidas en el
mismo medio solido. Las levaduras se crecieroeranmeyergle 250 ml por 3 dias a
30°C y 200 rpm de agitacién. EI medio de isaltse renové al filadel segundo dia. Al
tercer dia, el medio se reemplazé S@+DO-LUW suplementado con galactosa (2%),
en vez de glucosa. La induccion se réafipr 16 horas a 30°C y 200 rpm de agitacion.
En todos los casos que se reemplazo el medio o cuando termind la induccion, los cultivos
se centrifugaron a 3.000 xg por 8 min a temperatura ambiente en tubos de 50 ml. Los
pelletscelulares inducidos se usarinmediatamente o serservaron a20°C hasta su

utilizacion.

Medio Sintético Defiido liquido (SD):

1,7 g base nitrogenada para levaduras, sin@uidos ni sulfato de amonio (Difco).
5 g (NHy)2S0Oy.

H,O desionizada en csp 820 ml.

El medio se ajusta a pH 5,8 y se autoclava.

Para el medio SD sélido, se agrega dgeata una concentracion final de 1,5% p/v.

Solucion Dropout 10X (DO 10X):

La composicion del DO 10X que se utilizérresponde al de la tabla 3.1, omitiendo los

componentes resaltados en gris (Leucinacllly y Triptofano). Para 1 litro de DO 10X,
se pesan todos los aminoacidos necesaeoacuerdo a la Tabla 3.1 y se disuelven en
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920 ml de agua. Se omiten el L-acido Agicd y la L-Treonina. La solucién se
autoclava. Cuando la solucién autoclavada &&a se agregan en esterilidad 64 ml de
una solucién de L-Treonina 3,125% y 16dwella solucion de lacido Aspartico 6,25%,
ambas esterilizadas por filtracién. La solucg@mezcla y fracciona en tubos estériles de

50 ml y se conserva a 4-8 °C.

COMPONENTE mg/litro
L-Isoleucina 300
L-Valina 1500
L-Adenina 200
L-Arginina HCI 200
L-Histidina HCI monohidratg 200
L-Leucina 1000
L-Lisina HCI 300
L-Metionina 200
L-Fenilalanina 500
L-Treonina* 2000
L-Triptofano 200
L-Tirosina 300
L-Uracilo 200
L-Acido Glutamico 1000
L-Acido Aspartico* 1000
L-Serina 4000

(*) Aminoacidos no autoclavables

Tabla 3.1. Composicion de la solucién Dropout 10X.

Glucosa 25%:
25 g Dextrosa anhidra.
H,O desionizada csp 100 ml.

La solucion se autoclava.
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La solucion puede prepararse mas concen{tzaia 50%). En tal sa, se debe corregir
el medio SD para el volumen de glucosa quease utilizar. La solucidén se conserva a 4-
8°C.

Galactosa 25%:

25 g Galactosa.

H,O desionizada csp 100 ml. La solucion se termina de disolver calentando al
microondas o en un agitador magnético con calor.

La solucion se autoclava.

Soluciones de concentraciones mayores a 2% dificiles de obtener dado que la

galactosa no se disuelve. Ldwson se conserva a 4-8°C.

3.2.6. Fraccionamiento y purificacion de microsomas de levaduras

Cadapellet de levaduras se resuspendio en 2 volumenésiffier de Ruptura de
levaduras (BRL) frio y se agregaron 4 wokenes de bolitas de vidrio de 0,5 mm de
diametro frias (Sigma). Para romper las levaguse realizaron 5 cgd de agitacion de 1
min convortexa maxima velocidad. Eme cada ciclo, se mantuvo el tubo de 50 ml en un
bafio agua-hielo por al menos 2 min con elde minimizar el @calentamiento de la
muestra. Luego de la ruptural homogenato se transfiri@ un tubo de vidrio para
centrifuga con micropipeta automatica, paraae\et pasaje de las bolitas. Las bolitas de
vidrio se enjuagaron con 7 volimenesBRL, invirtiendo el tubo 10 veces y dejando
reposar en agua-hielo hasta que éstas decdtittavado se transfiri@l mismo tubo de
centrifuga. EI homogenato se centrifugé a 10X9@or 15 min a 4°C. El sobrenadante
conteniendo principalmente microsomas, ribosomas y protaiit@plasmaticas se
treansfirié a un tubo para ultracentrifuga. muestra se centrifugd a 100.000 xg por 90
min a 4°C. Elpelletconteniendo los microsomas se traisha un vial devidrio de fondo
plano de 4 ml de capacidad y se resuspendibugfer RIPA modificado utilizando
microbarras magnéticas (10 mm x 3 mm). Seddgitmuestra en un bafio agua-hielo por

1 hora hasta resuspension completa. Alligua en la seccion 3.2.2, las concentraciones
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de proteinas se mantuvieron a una coneaeittn igual o menor que 15 mg/ml. fEllet
resuspendido @By de ultracentrifugacion se fracciond, congel6 y conservo a -80°C. La
determinacion de proteinas se realipor el método de BCA modificado para

microplacas de acuerdo a las indioaes del fabricante (Pierce).

Bufferde Ruptura de levaduras (BRL):
20 mM Tris-HCI pH 8,0.

10 mM MgCI.

1 mM EDTA pH 8,0.

5% Glicerol.

1 mM DTT.

300 mM (NH,),SO,.

1X Cocktailde Antiproteasas.

Buffer RIPA modificado
50 mM Tris-HCI pH 7,4.
150 mM NacCl.

1% NP-40.

0,1% SDS.

3.2.7. Preparacion de extractos y exudados de estigma-estilo

El extracto de estigma-estilo seeparé homogenizando 30 estigmas-estilos de
tomate o 4 estigma-estilos de tabaco en pD@e Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) con
homogenizador de vidrio-vidrio tipo Micrduall (3 ml, Kontes). EI homogenato se
centrifug6 a 10.000 xg por 10 min a 4°C y el spladante se tramsé a un tubo nuevo.

El exudado de estigma-estilo se preparé cortando transversalmente 8 estigma-
estilos de tabaco en secciones de 5 mradm e incubando las secciones en 1 ml de
Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) por 24 horas enitagion a 4°C. El sobrenadante se centrifugo
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a 12.000 xg durante 5 minutos. El sobrenadafaeficado correspondiente al exudado
final, se transfirié a un tubo nuevo.

Para ambos casos, con el fin de normaliaacantidad de extracto a utilizar se
cuantifico la concentracién de proteinas plométodo de BCA (Pree) modificado para
microplacas de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

El tratamiento de calentamiento del extivade estigma-estilo consistié en incubar
la muestra por 15 min a 95°C, seguido de egvarifugacion pofl0 min a 10.000 xg para
retirar los precipitados. El sobremante se utilizo en los ensayos.

Para las separaciones por ultrafiltracgamutilizaron los filtos Microcon® YM-3
e YM-10 (Millipore), cuyos limites de exclids son 3 kDa y 10 kDeespectivamente. Se

siguieron las indicaciones del fadante para su utilizacion.

3.2.8. Ensayos de coinmunoprecipitacion ywestern blot de microsomas de

levaduras

En cada tubo de reaccion de coinmunoprecipitacion se colocaromg/se
proteinas del extracto de microsomas daderas SCWT o ScK1K2, y se completd con
buffer RIPA modificado hasta un volumen final de 400A cada tubo se agregaron 1-2
ul de Anticuerpoanti-glu-glu (Covance) que reconoce apitope fusionado a LePRK2;
las reacciones se incubaron a 4°C dur@nteoras con agitacion suave. Los tubos se
centrifugaron a 1.000 xg por 5 min y el satmdante se transfirio a un tubo nuevo.
Posteriormente, se agregaron 100de una suspension d40% v/v de Proteina A-
Sefarosa (Sigma) prehidratada uffer RIPA modificado y sencub6 por 1 hora con
agitacion suave. Las bolitas de sefarosaas al inmunocomplejo se separaron por
centrifugacion a 800 xg durante 1 min.d6brenadante se descartd ynehunopelletse
lavd con 1 ml déuffer RIPA modificado frio y se ind6 con agitacion suave por 10 min
a 4°C. Este proceso sepitid6 3 veces. BEhmunopelletfinal (ya lavadd se resuspendio
en 2XCracking buffer se agité vigorosamente ceartexpor 1 min, se calentd por 5 min

a 100°C y se agito nuevamente emntexpor 1 min. Las muestrag centrifugaron por 5
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min a 10.000 xg y las proteinas de los sobrante$ se separaron electroforéticamente
por SDS-PAGE en geles de 8% (conalis de electroforesen seccién 3.2.4).

En los casos que se emdlel efecto del extractde estigma-estilo, exudado o
extracto de estigma-estilo tratado, se prdiacon los microsomas de levaduras con las
muestras de pistilo a ensayar por 30 min@ d6n agitacién suave. Luego, se agrego el

anticuerpo y se prosiguio el protao como se menciona mas arriba.
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3.3. Resultados

3.3.1. Disociacion de la interaccion LePR1-LePRK2 en levaduras mediada por

extractos de estigma-estilo

Como se detalla en la Introduccion, eh laboratorio hemos demostrado la
interaccion de LePRK1 y LePRK2 medi@ncoinmunoprecipitacion en fracciones
microsomales de polen maduro y levadugaK1K2. Esto ultimo sugiere que otras
proteinas de polen no serian necesariaslpargeraccion. También demostramos que la
presencia de extractos de estigma-estilo en el medio de germinacion de polen de tomate
indujo la disociacién del compéede alto peso molecular dia se encuentran LePRK1 y
LePRK2 [78]. Sin embargo, no sabiamos daedisociacion de la interaccion entre
LePRK1 con LePRK2 en polen era consecuencia de la percepcion del compuesto
presente en el extracto @stigma-estilo por parte delgunos de los dos receptores
guinasa, 0 una consecuencia indirecta de teepeion de la sefial por parte de alguna
otra proteina que podria formar parte del dejode polen. Para responder esta pregunta,
utilizamos las levaduras ScK1K2 y analizamos la estabilidad de la interaccion entre
LePRK1 y LePRK2 en presencia del extracto de estigma-estilo y en ausencia de
cualquier otra proteina de polen.

En principio, decidimos analizar la peeesta de esferoplasto levaduras enteras
ScK1K2 inducidas con galactodrente a la presencia detraxctos de estigma-estilo de
tomate. Para ello, se incubaron levadugaK1K2 ya inducidas con galactosa con
extractos de estigma-estilo de tomateon el mismo volumen de Tris-HCI 50 mM (pH
7,4) por 10 min a 30°C. Luego de la incaida, purificamos microsomas y realizamos
un ensayo de coinmunoprecipitaeiutilizando anticuerpoanti-glu-glu dirigidos contra
el epitope fusionado a LePRK2. En algudeslos experimentos, pudimos observar un
efecto negativo del extracto de estigma-estilo sobre la estabilidad de la interaccion entre
LePRK1 y LePRK2. Es decir, cuando las kwaas ScK1K2 inducidas con galactosa se
incubaban con extractos de estigesifo, LePRK1 no estaba en gimunopellet

(resultados no mostrados). Para confirmé essultado, reformulamos el experimento.
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Decidimos realizar un experimento dondelemamos el efecto de un extracto de
estigma-estilo en fracciones microsomalesettaduras ScK1K2 inducidas con galactosa.
Se incub6 la misma cantidad de protsimaicrosomales de levaduras ScK1K2 en
ausencia o presencia de un extracto deraatigstilo de tomate por 30 min a 4°C, para
luego proseguir con el protocolo de aaimoprecipitacion ufiiando el anticuerpanti-
glu-glu. En estas condiciones, pudimos observarlgseial correspondiente a LePRK1
en el inmunopellet desaparecio cuandornfesrosomas eran preincubados con extracto
(figura 3.2.A). Este mismo resultado se obtuvo al utilizar extracto de estigma-estilo de
tabaco en lugar de tomate (figura 3.2.B)teE®sultado indica que la estabilidad de la
interaccion entre LePRK1 y LePRK2 disminuye en presencia del extracto, sugiriendo que
éste presenta algun compuesto que tien®maatirecta sobre lanteraccion LePRK1-
LePRK2. De acuerdo a las observaciones esferoplastos de levaduras ScK1K2
inducidas con galactosa, este efecto ocurarfeavés de los domimé extracelulares de
las LePRKs. Ademas, no serian necesarias otras proteinas prtesewieinpolen para
percibir la sefial e inducir laisociacion de lainteraccion, ya quda expresion de
solamente LePRK1 y LePRK2 es suficiente ghsaciarse en presencia del extracto. Por

otro lado, dado que el extracto de estigma-estilo de tabaco también indujo la disociacién

A. B.
IP anti-LePRK2 Pioo IP Pygg IP
P100 -SE +SE -SE -SE +SE +SE
- LePRK1 - a LePRK1
- LePRK2 -‘- @9 LcPRK2
IB anti-LePRK1 IP anti-LePRK?2
IB anti-LePRK2 IB anti-LePRK1
IB anti-LePRK2

Figura 3.2: A. Disociacién de la interaccion LePRK1-LePRK2 mediada por
extracto de estigma-estilo de tomaten microsomas de levaduras ScK1K2B.
Disociacion de la interaccion LePR1-LePRK2 mediada por extractos de
estigma-estilo de tabaco en raiosomas de levaduras ScK1K2.

IB anti-LePRK1] western blotcon anticuerpos especificos contra LePRHLanti-
LePRK2 western blot con anticuerpos especificos contra LePRKIR,
inmunoprecipitacion]P anti-LePRK2 IP con anticuerpos dgidos contra el epitope
glu-glu de LePRK2;SE extracto de estigma-estil®;00, microsomas de levaduras
ScK1K2.
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de la interaccion, se podria sugerir quteas Solanaceas ademas del tomate podrian
poseer el mismo compuesto en sus estigmas-estilos.

Con el fin de determinar si el compuegresente en tabaco conserva las mismas
funciones que el de tomate, decidimos carbpr si el extracto de estigma-estilo y el

exudado de tabaco eran capaces de desfosforilar LePRK2.

3.3.2. Desfosforilacién de LePRK2 mediadgor extractos y exudados de estigma-

estilo

Realizamos el ensayo de fosforilacion de LePRK2 en presencia de extractos de
estigma-estilo de tomate o tabaco con el fimo&lizar la respuestie los microsomas de
polen a dos extractos de diferentes Bateas. En la Figura 3.3, podemos observar que
tanto el extracto de tomate como el dbato tienen la capacidad de desfosforilar
especificamente a LePRK2 en las mismas condiciones de reaccion.

Posteriormente, quisimos determinar lai actividad de desfosforilacion de
LePRK2 se encontraba presente en exudadestigma-estilo. En el caso que asi fuera,
entonces estariamos en presencia de mpgesto apoplastico pogimente en el tracto
transmisor del estigma y estilo en estrecho contacto con el tubo polinico en crecimiento.
Para realizar este experimento, repetimlos ensayos de fosforilacion, utilizando
exudados de estigma-estilo de tabaco. En la figura 3.3, se observa que el exudado
conserva la capacidad de indda desfosforilacion de L[RRK2. Por lo tanto, podemos
concluir que el compuesto responsabémdi localizacion apoplisa y que podria ser
obtenido libre de contamaciones intracelulares.

Concluyendo, los extractos de tomate y tabaco utilizados presentaban ambos la
capacidad de inducir la disociacion de la interaccion entre LePRK1 y LePRK2 en
levaduras, y desfosforilacion de LeRR Entonces, decidimos iniciar una
caracterizacion y purificacion del compuestsponsable de estas actividades. En
adelante, decidimos trabajar con los estigpsidos de tabaco dado que esta planta
presenta ventajas operativas frente a la planta de tomate: el estigma-estilo de tabaco es
unas 20 veces mas grande que el de tomafrjesten cultivar mas plantas de tabaco por
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unidad de area, son de mas facil mantenimigrge pueden obtener mas flores de tabaco

en un menor tiempo.

-SE Tomate Tabaco
Ext Exu Ext Exu

* — 32p

I iy *;'“i IB anti-LePRK2
- 5 .
P —

Figura 3.3: Desfosforilacion deLePRK2 mediada por extractos Ext) o exudados
(Exu) de Tomate o Tabaco’P, autorradiografiajB anti-LePRK2 western blot
utilizando un anticuerpo especifico conghdominio extracelular de LePRK2. El
asterisco (*) indica la sefieorrespondiente a LePRK2.

3.3.3. Breve caracterizacion de MrX, el cnponente activo del estigma-estilo

La disociacion de la interaccion entrePRK1 y LePRK2, y ladesfosforilacion
de LePRK2 podrian producires respuesta a mas de un poesto distinto. Con el fin
de simplificar el modelo de trabajo y hestncontrar evidencias que demostraran lo
contrario, decidimos nombrar corMrX al compuesto responsable de ambas actividades
presente en estigmas-estilo de tomate y tabaco.

Como primer paso de caracterizacionueistmos la capacidad de MrX de resistir
tratamientos térmicos (100°C). En principtalentamos el extracto de estigma-estilo a
100°C a diferentes tiempos y lo utilizamosetrensayo de fosforilaciéon de LePRK2. En
la Figura 3.4.A (panel superior), podemos observar que para dos tiempos diferentes, el
extracto tratado aun fue capaz de desfdafocePRK2. En otros ensayos no mostrados,
también pudimos determinar qivX resiste tratamientog 100°C por mas de 24 horas.

El extracto calentado también fue ensayaddaedisociacion de lanteraccién entre
LePRK1 y LePRK2. En la Figura 3.4.A (mninferior), observamos que luego del
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tratamiento de calentamiento, MrX aun eatdivo. De acuerdo a estos dos resultados,
podemos afirmar que MrX resiste tratanm@s térmicos a alta temperatura.

Un segundo paso de caracterizacion consistié en realizaepasacion por peso
molecular aparente del extracto mediantdéenica de ultrafiltracion. Utilizamos dos
unidades de ultrafiltracion con limites @xclusion de 10 y 3 kDa. Obtuvimos 3
fracciones: compuestos mayores a 10 kd®,3 a 10 kDa y menores a 3 kDa. Estas
fracciones fueron ensayadas en su capacidad de desfosforilar a LePRK2 y disociar la
interaccién de LePRK1 y LePRK2. En la Figura 3.4.B (paneles superior e inferior) se
observa que la misma fraccién es responsdblambas actividades. Por lo tanto, MrX

tendria un peso molecular aparectenprendido entre 3y 10 kDa.

A. B.
-SE SE 100°C
3min 10min -SE +SE >10 10-3 <3

IP anti-LePRK2

-SE SE 100°C P100  IP anti-LePRK2
10min - -SE >10 10-3 <3
LePRKI B LePRK 1 [ -— -
LePRK2 sz IR pe—— ¥ )

Figura 3.4: Desfosforilacion deLePRK2 en microsomas de poley disociacion de

la interaccion LePRK1-LePRK2 expresadas en levaduras, mediada por MrX
sometido a 100°C A) o ultrafiltracion (B). Los paneles superiores muestran los
resultados del ensayo de fosforilacidon, rias que los inferiores corresponden a los
resultados de las coinmunoprecipitacior8s.extracto de estigma-estilo de tabd€v.
anti-LePRK2 inmunoprecipitacion con anticuerpasti-glu-gly >10, peso molecular
mayor a 10 kDai0-3 peso molecular entre 10 y 3 kB<8, peso molecular menor a
3 kDa. P10Q fraccion microsomal de levadurask3&2. El asterisco (*) indica la
sefal correspondiente a LePRK2.
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3.4. Conclusiones

Los granos de polen tienen la capacidadhidratarse, germinar y producir un
tubo polinico en un medio de cultivo definidto vitro. En estas condiciones, hemos
demostrado que en granos de polen de toma crecimiento, LePRK1 y LePRK2 tienen
la capacidad de formar un complejde alto peso mektular que responde
bioquimicamente a la presencia de algun amsfo proveniente del pistilo. Cuando los
granos de polen son germinados en preselecextractos de estigma-estilo de tomate, el
complejo de alto peso molecular se diadiberando sus componentes monomeéricos. Por
otra parte, LePRK2, que se encuentra falsida en microsomas de polen, responde a la
presencia de SE mediante wesfosforilacion especifica [78].

En este capitulo, hemos descritosaetema heterdlogo en levaduras que nos
permitié reproducir la interaccion entre LePRK1LePRK2 como ocurre en el grano de
polen. Previamente, hemos utilizado esteesist para demostrar que la interaccion entre
LePRK1 y LePRK2 requiere soOlo de esthss proteinas para ser establecida. Aqui,
hemos demostrado que en presencia de stids des receptores qusa el extracto de
estigma-estilo induce la disociaaoide dicha interaccion. Estalicaria que la percepcion
de la sefal proveniente deduelado ocurriria sélo a travée LePRK1 y/o LePRK2. Sin
embargo, no se puede descartar glguna proteina de la leltaa pueda participar en el
establecimiento o la estabilizacién de la interaccién entre ambas proteinas heterdlogas, o
gue participen en la disociacion de estariaccion mediada por el extracto de estigma-
estilo.

Lamentablemente, el sistema de thwas no nos ha peitido reproducir la
fosforilacion de LePRK2. Probablemente, estodeba a la ausenale alguna proteina
de polen o a la presencia de un entorno diferente al requerido para que esta modificacién
ocurra. Por lo tanto, este epeale actividad debié continueealizdndose en microsomas
de polen.

Utilizando los dos ensayos mencionadisha podido caracterizar brevemente a
MrX. Este compuesto posee un peso molecaparente de entrey810 kDa; y, ademas
es resistente a tratamientos térmicos a @OGArX puede ser aistip de exudados de la
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porcion superior del pistilo (estigma y estilo), implicando que seria un molécula soluble
del apoplasto. El tracto transmisor del estidoun tejido secretor queindaria todos los
requerimientos nutricionales y las sefalesopjadas para estimular y orientar el
crecimiento del tubo polinico hasta alcanz ovario [99]. Una vez alli, sefales
generadas en los Ovulos estarigplicadas en latraccion de los tubos polinicos a los
sacos embrionarios [100]. Essagiere que el tubo polinian crecimiento por el tracto
transmisor del estigma y el estilo, secamtraria con MrX, unposible ligando del
complejo de LePRKs. Este encuentro ddssraria en cambios bioquimicos en el tubo
polinico, en la transduccién de una sefal intracelular y la modificacion de algin proceso
relacionado al crecimiento o la orientacidel tubo. El hecho que existe un complejo
proteico que percibe a MrXnesponde a él fisiolégica ydmuimicamente, sugeriria que
este compuesto no seria un sustrato nutriciomalgddubo polinico (vecapitulo 3).

Cabe mencionar que las actividades diescpara MrX (la desfosforilacion de
LePRK2 vy la disociacion de la interagoi para MrX), han sidencontradas tanto en
estigma-estilos de tomate como de tabacoeblorprendente quete@sea asi, ya que
tomate y tabaco pertenecen a la misnmailfa taxondmica (Solanaceas). Ademas, se ha
reportado la presencia de proteinas hom&ayaePRK1 y LePRK2 en tabaco, ademas
de otras especies (Figura 3.5¢//8) [101]. En tomate, mos desarrollado exitosamente
anticuerpos especificos dirigidos contras Idominios extracelulares de LePRK1 y
LePRK2 que no muestran reactividad cruzada, aun cuando estos dominios poseen un
~54% de identidad y un ~70% de similitud. Utilizando estos anticuerpos, hemos tratado
infructuosamente de detectar las protehm@maologas en microsomas de polen maduro de
tabaco, que presentarian una alta identidad con los receptores de tomate (en base a las
secuencias parciales dispoleis, ver figura 3.5.B). Exigte diferentes motivos que
puedan explicar por qué soélo se han obtenidssltados negativos en estos experimentos.
En principio, la falta de reaccion con los anticuerpos puede deberse sencillamente a la
altisima especificidad de los mismos cos seispectivos antigenaoe tomate. Por otro
lado, podria existir una diferelactemporal en la expresion de las proteinas homologas a
LePRK1 y LePRK2 en tabaco, no estando gmé&s en polen maduro pero si en polen
germinado. También el titulo de cada unalikes en polen maduro podria ser menor que

en tomate, y esto en conjunto con la alfzeesicidad del anticu@o podria ser suficiente
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para no detectarlas. En las muestras denpeladuro, tampoco se han podido identificar
proteinas que se desfosforilen diferencialment@resencia de extracto de estigma-estilo

de tabaco (resultados no mostrados).

LePRK1 MBVAYRYSNHNRHHHHHHLLI LFVLLLQVI VPI KSDNNEAEI LLRFSKSLOQKNDATAN- W 59
N A R R R LR R
LePRK2  ------- MSSQKNYKNKHVLFLVM MCSLAFVTEANL SEPEVL LKFRESLKYDGDPFSTW 53
N ¢ e e
LePRK1 NTKVSPCDKKTDRPNWDNVI CENGFVFGLQLENKGLSGTI DVDALKDLPNFRTI SVMNNN 119
N 4 e T T
LePRK2 DANVPPCVKDNNKPKWANL FCESGKVYGLNLENLGLSGTI DLDI LKELPNLRTI SVFKNK 113
N R R L
LePRK1 FEGPI PNLSKLAGLKTAYFTNNKFSGQ DNSFFEGVHW.KKLHLGNNQ SGKI PSVFGQL 179
NPRKI ~ s--eeeeememeecnceeeee e Q DNTLFEGVHW. KKLHLANNQLSGKI PSVLGQL 34
LePRK2 FEGPLPI LNKLPTLKSAYFSNNKFSGPI DONI FEGVNSLKKLHLANNEFTGPLPPI FGDM 173
NtPRK2 ~ seeeeee e Pl DOKI FEGUNSSKKLHL SNNEFTGPL PPl FGCDM 34
* k. .:**** ***** ** --* : ...*.
LePRK1 PKLTELRLENNKFEGQ PDFNQERLI DMNFANNSLQGPI PHGLASLKPSAFEGNNLCDGP 239
Nt PRK1 PKLTELRVENNKFEGQ PDFVQERL MDVNFANNSLEGP!I PHGLTSLKPSAFEGNDLCDGP 94
LePRK2 PNLRELNI ONNKFEGPI PPSYSHL YL PAYDGNDGLCGPP- - - - - - LAKSCNKEDEKKK- E 226
Nt PRK2 PNLRELNI HNNKFEGPI PPSYSHLYFPAYDGSDGPCGPP ------ LAKSCI KEDELKK- E 87
* * Kk %k :.****** * * L. : L * * * * . T .
LePRK1 FSKCTSEPKVALWI 253
Nt PRK1 LSKCTSEPKVALWI 108
LePRK2 ESSSSSS- - - SGK 237
Nt PRK2 ESSSSSSSASSGWK 101
* -k . *

B
NtPRK1 | NtPRK2
LePRK2 | soor | ogor
NtPRK1 g;z//g

Figura 3.5: A. Alineamiento de las secuenciaaminoacidicas de los dominios
extracelulares de LePRK1ly LePRK2, y las secuencias parciales de los dominios
extracelulares de sus homélogas NtPRK1 y NtPRKZR. Porcentges de identidad
(arriba) y similitud (abajo) entre las secuenciagle los distintos receptores
quinasa.
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La identificacién del o los procesos reguibs por la actividad del complejo de
LePRKs requiere obtener MrX en su estadmptt agregado de MrX puro a granos de
polen en medio de germinacidn vitro podria resultar en cambios morfolégicos o
fisiologicos que, junto a lamodificaciones bioquimicas ya mencionadas, serian muy
importantes para la identificacion del procesudgico en el cual LePRK1 y LePRK2 se

encuentran involucradas.
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4. Capitulo 2: Purificacion y Caracterizacion de MrX
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4.1. Introduccion

En plantas superiores, la interaccionut@kélula esta mediada principalmente
por pequefios compuestos lipofilicos (fitohormonas) como las auxinas, citocininas,
giberelinas, acido abscisico, etib, brasinosteroides y jasnados [102]. En Arabidopsis,
se ha comprobado que algunos productos del metabolismo secundario como los
derivados de las alcamidas y N-aciletanolamidas estarian involucrados en procesos de
division celular y diferenc@én [103], y por otro lado, también existiria una sefal
derivada de carotenoides implicada en laidancia apical [104]. Recientemente, se han
descrito sefales peptidicaxitadas y no secretlinvolucradas en xias aspectos de
la regulacion del crecimiento incluyendo resgiee de defensa, crecimiento de callos,
organizacion meristematica, autoincompatibilidad, crecimiento radical, regulacion de la
forma de la hoja, formaciéon de nédulos y@bion de las hojas. Ademas, el analisis
silico del genoma ha revelado la presenciaudenimero de genes que codifican para
pequefios marcos abiertos de lectura eanancias homoélogas a estos péptidos [102].

Numerosas evidencias indican que los idégtson importantgsara el desarrollo
y el crecimiento en las plantas. Hastamemento solo cuatro hormonas peptidicas
vegetales han sido caracgalas detalladamente. Sisteeny fitosulfoquina fueron
encontrados a partir de la purificaci@®l compuesto responsable de un fenotipo
particular, mientras que SCR/SP11 y CLEXGLfueron descubiertas genéticamente por
el aislamiento y caracterizan de mutantes. Otros pépigl aun carecen de estudios
exhaustivos o0 se desconocen loscemores (RALF, ENOD40, POLARIS,
ROTUNDIFOLIA4/DEVIL1, IDA [102], EPF1 [105]).

La sistemina es el compuesto prodacen Solanaceas por células dafiadas que
tiene la capacidad de modular la salidgpd#ones de células intactas en cullivitro.
Fue purificada a partir de hojas de tommaediante la extraccion y posterior separacion
cromatografica del extracto. El tratamiento pooteasas o hidrolisécida resultaba en la
pérdida de actividad, y en el ultimo oada liberacion de aminoacidos [106]. La
obtencion de la secuencia permitié identificar a la prosistemina de 200 aminoacidos, de la
cual se obtiene el péptidnaduro por protedlisis del prarsor [107]. El precursor se
encuentra en el citoplasma de las célulasmppuimaticas del tejideascular y carece de
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péptido sefal N-terminal como otros péptidesretados [108]. ksten otros péptidos
con actividades similares, pero la secuencigpeursor no esta relacionada, ademas de
poseer un péptido sefial [10910]. Estos péptidos se cllizarian en la matriz
extracelular donde serian procesados petigeesas [109]. Usando el mismo ensayo en
tabaco, se encontré un péptido de 49 aAtins que produce lapida alcalinizacion

del medio de cultivo sin activar la respi@este defensa [111]. Este péptido se llamod
Rapid Alkalinization FactoRALF) y también se encontrén alfalfa y tomate. Este
compuesto también activa MAPK cuandoagdicado en concentraciones nanomolares.
Sin embargo, el rah vivo de los RALFs aldn se desconoce. El precursor de RALF de
tomate es un polipéptido de 115 aminoé&cigios contiene un pégt sefial N-terminal y

el RALF se encuentra en la porcion carboxgominal. No se sabe como ocurre el
procesamiento, pero dos residuos riobarrdel N-terminal del RALF maduro se
encuentra el motivo aminoacidico dibasitipico para el reconocimiento de enzimas
procesadoras en levaduras y animalesk genes tipo RALF se han identificado en
numerosas plantas y se expresan en casi foddgjidos, ademas de la raiz, indicando
gue puede tener otras funciones ademas del arresto del crecimiento de ésta [111, 112]. En
Arabidopsis, se identificaron 34 genes que ficah para posibles péptidos tipo RALF
[113]. Sin embargo, no hay mutantes con ganancia o pérdida dénfuBa tomate se
encontro un receptor para estas @ireds en membrana plasmatica [114].

La fitosulfoquina (PSK) fue purificadaediante separacionesomatograficas del
medio condicionado de células en cultivo esparrago [115], y [@beriormente se
demostré que se encuentra en otras espestgetales. Es upentapéptido sulfatado
altamente hidrofilico, neutro y relativamentéagde al calor, pero no resiste tratamientos
con pronasa E. En células en cultivo, es requerida para la exitosa formacion de callos de
explantos maduros, promoviendi® division celular. Ademas esta involucrada en la
embriogénesis somatica, la formacion de y&maaices adventicgay la germinacion del
polen. PSK se produce por el procesamienzinaditico de un precursor peptidico de ~80
aminoacidos que contiene una sefal dees&mm N-terminal. Los genes correspondientes
al precursor de PSK estan redundantemdisieibuidos por el genoma de Arabidopsis

(cinco genes), y se encuentran en unaedad de angiospermas y gimnospermas. Los
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unicos aminoacidos conservados corresporad@s cinco aminoacidos del dominio de
PSK y algunos mas inmediatameritearriba del dominio PSK.

El gen SCR se expresa en las céluldstajgete y en los granos de polen, y el
marco abierto de lectura codifica parapmducto de 74-81 aminoacidos dependiendo
del haplotipo [116]. A difenecia de otros péptidos, SCR no requiere otra modificacién
postraduccional mas que la remocion del extremo N-terminal y la correcta formacién de
puentes disulfuro [117]. Arabidopsisortiene 28 genes homélogos a SCR, cuyos
productos tienen entre 4,4-9,5 kBan hidrofilicos y consermdas 8 cisteinas requeridas
para los puentes disulfuro. Estos genesegeresan en numerosos tejidos, pero sus
funciones no han sido determinadas [118].

CLV3 codifica para un proteina setada de 96 aminoacidos que contiene un
péptido sefial y se proteolizgenerando un pépticde 12 aminoacidosorrespondiente al
extremo carboxilo terminal [119, 120]. Esta proteina pertenece a la familia de genes
CLE/ESR Embryo-Surrounding Regidrcuyos productos tarédn son secretados y
sufren el mismo procesamiento [121]. Smbargo, sélo algunos de ellos se unen
especificamente al receptor CLV1, sien@aV3 el mas especifico [122]. ESR se
expresan en el endosperma en desarrollo y codificanpudiéptidos secretados. Las
secuencias completas de CLV3 y ESR sorrelifies, salvo por lok4 aminoécidos de la
region carboxilo terminal. En Arabidopsis,tsmn encontrado 25 genque codifican para
péptidos secretados por hdogia de secuencia con esb4 aminoacidos, los cuales
fueron nombrados CLAVATA/ESRelated (CLE) y son expresados en numerosos
tejidos durante el desarrollo [59]. La mayoria de los péptidos CLE poseen un sitio
dibasico potencial de procesamiento que f@osler reconocido paubtilasas [123, 124].
Algunos CLE fueron purificados de mediosndicionados y actian como factores de
inhibicion de la diferenciadn tragueal en células d&nnia elegansen cultivo y son
parcialmente resistentes a proteasas. Se obgaevta pronasa E elimina gran parte de la
actividad, mientras que la proteinasa K tene efectos. Por mt lado, la tripsina
disminuye la actividad minimamente [121].eximentos de ultrafiltracibn demostraron
gue estos CLE tienen un peso menor a 5 kDa y resisten 100° C por 10 min.

También han sido descritos diferentespaestos reguladores del crecimiento del

polen de los cuales se desoce el sitio de accion o |[aresencia de receptores. Del
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estigma de.ilium longiflorumse purificaron la quimiocianinana proteina basica de ~9
kDa, con una secuencia homologa a faoaias, y otros péptidos llamados SCatylar
cysteine-rich adhes)nque juntos tienen la capacidadateentar el creimiento del tubo
polinico y adherirlo a un sustrato vitro [125-128]. Por homologia de secuencia a
guimiocianina, en Arabidopsis smcontré la plantacianind29]. Por otra parte, en el
tracto transmisor déilium longiflorum se encontré una pectina involucrada en la
orientacion del crecimiento aatrés de la adhesion [130]. mkién se han descrito a las
glicoproteinas TTStiansmitting tract specific glycoprotéinde tabaco y NaTTS de
Nicotiana alata que participarian en la orientéwi del crecimiento del polen y serian
utilizadas como fuente nutricional y deientacion [131, 132]. Lego de emerger del
tracto transmisor, los tubos polinicos dieigen a la micropila guiados por sefales
moleculares que involucran al tubo, losdeg diploides que rodean al évulo (GABA,
acidoy-aminobutirico [133, 134]) y al gametofito femenino [135-137].

En este capitulo, iniciamos una caracterizacibn mas detallada de MrX,
responsable de la desfosforilacion dePR&2, y analizamos su comportamiento en
diversos pasos de extraccion y separaciématografica. Basandonos en la bibliografia
citada en esta introduccién, probamos difege métodos de precipitacion, separaciones
en columnas con matrices de diferente raéza (intercambio i6oo y fase reversa),
utilizamos proteasas y glicosidasas, realizahidsgdlisis acida y b&ica y reduccion con
DTT. En base a los resultados obtenidog&ios experimentos, disefiamos un protocolo
de purificacion del cual obtuvimos unadcion que analizamos por UV-MALDI-TOF

donde el Unico compuesto presente corresparieX, una molécia de ~3550 Da.
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4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Purificacion de MrX

4.2.1.1. Extraccidon de MrX con solverie organico y precipitaciones

4.2.1.1.1.Extraccién con metanol y cloroformo

Se homogenizaron 8 estigmas-estilos dada en 1 ml de bicarbonato de amonio
y se lo centrifugd 5 min a 10.08@ a temperatura ambiente, ebigéndose un extracto de
estigma-estilo (sobrenadante). A este extraette agregd un volumen de metanol 100%
y se mezcld por inversion. Luego, se agregd 1/2 volumen de cloroformo y se agité
vigorosamente comortex Se centrifugd 5 min a 6.000 »gtemperatura ambiente. Se
obtuvieron tres fases: una acuosa (superior, interfase y una organica (inferior). La
fase acuosa se transfirié a o nuevo. A la interfase y faseganica, se le agregaron
4,5 volumenes (con respecto al homogeratginal) de metanol 100%, se mezclé y
centrifugd 5 min a 6.000 xg. Se obtuvieron pellet y un sobrenadante organico,
correspondiendo a la interfase y fase orgaar@inal respectivamente. El sobrenadante
organico se transfirié a un tubo nuevo. li@s fracciones obtenidas correspondientes a
fase acuosapellet y sobrenadante org&go se secaron espeedvac(SAVANT) y
resuspendieron en agua en el mismo volueherpartida. Para lograr resuspender por
completo la interfase y ebbrenadante organico fue necesario agitarlas vigorosamente
convortex El mismo volumen correspondiente a céalse se analizd en el ensayo de

fosforilacion siguiendo gdrotocolo de la seccion 3.2.3.

4.2.1.1.2.Precipitacion de MrX con acido tricloroacético (TCA)

A 300ul de un extracto de estigma-estilo (preparado como en la seccidén anterior)
se le agregdé TCA hasta una concentracior fiea6% a partir de una solucién 30%. La
muestra se incubo6 por 15 min a temperatumdiente. Luego, se centrifugd por 5 min a
12.000 xg. El sobrenadante ypallletse secaron espeedvagy se agrego6 Tris-HCI 0,1M

pH 8 para facilitarla neutralizaciéon y laresuspension. EI mismo volumen de cada
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fraccion se analiz6 en el ensayo de fosforflacsiguiendo el protocolo de la seccién
3.2.3.

4.2.1.1.3.Precipitacion de MrX con acetona

A un exudado de estigma-estilo, se leesggron 6 volimenes @&eetona 100%, se
mezclé por inversion y se centrifug6 12.000 xg por 15 min. El sobrenadante se
transfirio a un balén y, con einfide eliminar la acetona, seco en evaporador rotatorio
de presion reducidadtavap. Al pellet obtenido se le agregd agua hasta resuspender la
muestra. Luego, se seco rmavapo speedvacpara remover la ageta remanente, y se
resuspendi6 nuevamente en agua. Por Ultimo, tanto sobrenadante pebheio
resuspendido, se centrifugaron por 5 min2a000 xg y las muestras clarificadas se
transfirieron a un tubo nuevo. EI mismo voluntkencada fraccion se analiz6 en el ensayo

de fosforilacién siguiendo el protocolo de la seccion 3.2.3.

4.2.1.2. Columnas de intercambio i6nico

4.2.1.2.1.Cartuchos comerciales

Se utilizaron cartuchos comercialel®® 1 ml de lechopara estudiar el
comportamiento de MrX frente a dos residdsrentes: 1) QMA (intercambio anionico),
amina cuaternaria (Sep-Pak® Plus Acédlis QMA cartridge37-55um, WAT020545,
Waters); y 2) CM (intercambicationico), carboximetilcelulosa (Sep-Pak® Plus Accell
Plus CM 37-55um, WAT020550, Waters). Loartuchos se prehidrataron con agua
milliQ. La muestra que se cargo en las resinas corresponuiiledide la precipitacion
con acetona de un exudado de estigma-estilo extraido al menos 3 veces con metanol-
cloroformo (ver seccion 4.2.1.1.14y2.1.1.3). Luego de cargar el cartucho, se lavo con 5
volumenes de agua y se realiz6 un gnadiecontinuo de 0 a 500mM de acetato o
bicarbonato de amonio. El cartucho se laga acetato o bicarbotmade amonio 500mM
(2 volimenes) y 1M (2 volimenes). Se colectaron fracciones de 1 ml, se concentraron y

la presencia de MrX se determiné medianterslayo de fosforilacién (ver seccion 3.2.3).
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4.2.1.2.2.DEAE-sephadex y MonoQ

Con el fin de seleccionda resina adecuada, en pemugar se utiliz6 DEAE-
sephadex (A-50, 40-120m, numero de catalogo 17-0186;@GE Healthcare). La resina
se hidrat6 por 2 horas a 100°C con aguiiQ, siguiendo las instruamnes del fabricante.
Una vez fria y enjuagada, la resina se cangdina jeringa de 50 n@t0 ml de lecho,
hidratada con agua). Por encima del lechaadeco un circulo de papel cromatografico
Whatman, para evitar la pertadion de la columna al cargarmuestra o la solucion de
corrida. La columna se lavd con 5 volimenes de agikQ, 5 volumenes de
bicarbonato de amonio 1M y nuevaments @gua. La separacion cromatografica se
inici6 cargando una muestra similar de exudddoestigma-estilo & utilizada en la
seccion anterior. La columna primero se lavé con 5 volumenes de columna de agua
milliQ. Se comenzd un gradiente continuo@ea 250mM de bicarbonato de amonio.
Finalizado el gradiente, se realizaronddos con bicarbomatde amonio 500mM (2
volimenes) y 1M (2 volumenes). Para evjarturbaciones en la concentracion salina
de la solucién durante la corrida por el encogimiento de la resina, se regulo el flujo del
buffer evitando la acumulacién de liquido porcena del lecho de la columna. Se
colectaron fracciones de 3 rallas cuales se les determiadbsorbancia a 280 nm y la
presencia de MrX en un ensayo de fosforilacion.

En segundo lugar, se utilizé6 undwana comercial MonoQ (MonoQ HR 5/5, 1
ml de lecho, numero de catdlogo 17-0546-®E, Healthcare) acoplada a un equipo de
Fast Protein Liquid Chromatography¥PLC, GE Healthcare). La columna se lavo con 5
volimenes de aguailliQ, 5 volimenes de bicarbonato de amonio 1M y 5 voliumenes de
aguamilliQ. La separacion se realiz6é a un flujodenl/min y se comenzé cargando una
muestra de exudado similar a la utilizaglateriormente. La columna se lavd con 5
volimenes de agua, Luego, se realizé wadiginte de 0 a 75mMn 5 min, seguido de
75mM a 150mM en 10 min utilizando bicarbamale amonio. Finalizado los gradientes,
se realizaron 2 lavados sucesivos de bmaato de amonio 500mM y 1M. Se colectaron
fracciones de 1 ml, a las que posteriormentéesaleterminé la presencia de MrX por

medio del ensayo de fosforilacion.

64



4.2.1.3. Columna de Fase Reversa

Se prehidraté el cartucho comercialfdse reversa (Sep-FakPlus C18 cartridge

55-105um, WAT020515, Waters) con acetonitBife, se lo equilibré con 5 volumenes

de acetonitrilo 6%, y se cargé una muestrailair a la utilizada antes (previamente
llevada a acetonitrilo 6%). El cartucho ls#6 con 5 volumenes de acetonitrilo 6%, y
luego se realizé un gradiente de 6 a 50 %aakgonitrilo. Al finalizar, al cartucho se le
realizaron dos lavados sucesivos 8evolimenes de acetonitriio 50% y 100%,
respectivamente. A las fracciones de 1 mlesedeterminé la absorbancia a 280 nm, se
secaron por completo eapeedvag se resuspendieron nuevamente en 1 ml de agua. Se

determind la presencia de MrX erdearaccion como se menciono antes.

4.2.1.4. Protocolo de purificacion de MrX

Para realizar el exudado, se cortaron é8iigmas-estilos de tabaco en secciones
de 0,5 cm aproximadamente cada 25 mbidarbonato de amonio 50 mM. Se incubd a
4°C con agitacion suave por 16 horas. Posteriormente, se separ6 el tejido del exudado
filtrando con papel de filtro. A continuaciése realizaron al menos 3 extracciones
sucesivas con metanol-cloroformo, hasta alaseuna interfase linigga. Para ello, al
exudado se agregd un volumen de metanofd@Omedio volumen de cloroformo, se
agitoé vigorosamente y centrifugé por 5 minué$0.000 xg. La fase amsa se transfirid
a un tubo nuevo y se le volvid agregar el mismo volumen de cloroformo que antes.
Finalizada la extraccion, la fase acuosa se evaporO por completotaamap El
precipitado se resuspendié en agudliQ, asegurandose la recuperacion total de la
muestra por lavados sucesivos del balon. El nuevo volumen final obtenido fue 1/10 del
original (con respecto al exudado). Seeg@ron 6 volimenes de acetona 100%, se agito
vigorosamente y centrifugd por 10 min a 10.6@0 El sobrenadante se descarto y el
pellet resuspendido con agumilliQ, se transfirid a un nuevo balén para remover la
acetona residual. Al precipitado resuspendido en agiiQ se le determind la

absorbancia a 280 nm. Esta muestrasspardé primero en una columna MonoQ,
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cargandola con 1 unidad de atimmncia a 280 nm por vez. Iseparacion se realizé a un
flujo de 1 ml/min con bicarbonato de ammnutilizando un programa disefiado para tal
caso: luego de cargar la muestra, se lawdlamna con 5 volimenes de agua, seguido de
un gradiente 0 a 75mM de bicarbonato d@@imen 5 min y 75 a 100mM en 10 min;
finalmente, se lavo la columna con 1M Bomin y agua por 5 min. Las fracciones de 1
ml se colectaron, se midio la absorbanc28@ nm y se determind la presencia de MrX
en por medio del ensayo de fosforilacion. fr@eciones activas (ela desfosforilacion

de LePRK2) se juntaron, se secaronr@iavap y se les agreg6 acetonitrilo hasta una
concentracion final de 6%. En una columna casera de fase reversa (ICN Silica RP C18,
32um, 62 A, 05035, ICN Biomedicals Gmbh), previente tratada como se explico en la
seccion 4.2.1.3, se sembr6é la muestra agbr@veniente de la MonoQ. Se lavé la
columna con acetonitrilo 6%, se colectarondiaces de 1 ml y skes midié absorbancia

a 280 nm. Cuando los valores de absorbangerdraa niveles basales, se realizaron 2
lavados de la columna caacetonitrilo 50% y100%. Los lavados se colectaron en
fracciones de 1 ml y se midié absangia. Las fracciones se secaronspaedvag se
ensayo la actividad. Las fracciones positivaguataron, se determiné absorbancia a 280
nm de la muestra y se sembro de a Hamhide absorbancia a 280 nm en la segunda
columna MonoQ (equilibrada en agmdliQ) por vez, utilizando el mismo programa que

antes. A cada fraccion de 1 ml se le determind la actividad.

4.2.1.5. Tabla de Purificacion

Se cuantific6 a MrX por absorbancia a 280 y como indicador de actividad se
utilizé el estado de fosforilagn de LePRK2. Para calcullr actividad de MrX (que se
define mas adelante) en cguso de la purificacion, sketermind la absorbancia a 280
nm de las fracciones activas, ilizaron diluciones seriadas medio y se realizo el
ensayo de fosforilacion de LePRK2 con cadacitin. En las imagenes digitalizadas de
los geles, se cuantifico la intensidad de las bandas correspondientes a LeBRKR Y
a una banda controldgniro) que N0 muestra cambios eregencia de MrX utilizando el

softwarelmageJ (figura 4.1). Para descartar defectos de carga o diferencias en las sefales
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Figura 4.1: Ejemplo de gel pararealizar la tabla de purificacion. El asterisco

indica la posicién de la bandie LePRK2, mientras que lama de la flecha indica la
banda control-sey +se, sin y con extracto de estigma-estilo, respectivamédnée;

1/32, diluciones seridas al medio, comenzando con una muestra sin diluir (1).

“ruido” entre calles de un mismo gel, c&cularon las “sefales relativizadaSH de la
siguiente manera:
SRsin se= lLepri2 sin sE/ lcontrol sin sE
SReon se= ILePRk2 con s€ Icontrol con SE
SRoil = lLepri2 pil/ lcontrol il
donde se obtuvieron las SR en ausencia de BIrKB, en presencia de MrX¢n SE o
en presencia de una de las ditines de un paso de purificacidil]. Luego, para fijar
una escala de actividad, donde 1 correspanaie 100% de fosforilacion de LePRK2 (en
ausencia de MrX) y 0 cornesnde a un 0% de fosforilacion HePRK2 (en presencia de
MrX), se calculo la “Sefial NormalizadaBI):
SRoil — SRon sE
SRsin se
donde ‘SN Dil’ corresponde a la Bal normalizada de una desldiluciones de un paso

SN Dil =

de purificacion. Dado que la actividad &&X es promover la desfosforilacion de
LePRK2 y los valores de la sefial corresponden al remanente de LePRK2 fosforilado,
definimos actividad de MrX como:

A(MrX) pj = actividad de MrX en una de la diluciones = 155N
Como estimador del estado de pureza de MrX, utilimalos valores de A(MrX) de las
diluciones de cada paso de ifivpacion y las absorbancias 280 nm para determinar el
valor de Km. Para calcularlo, se asumio wn#tica del primer orden y se utilizé el
diagrama de Lineweaver-Burk. Dado quengitodo de cuantificacion es por absorbancia

a 280 nm, Km corresponde a un valor deaoabancia que disminuye a medida que
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aumenta la pureza de MrX. Se realizaron dos purificaciones en duplicado y se

promediaron los valores de Km.

4.2.1.6. UV-MALDI-TOF MS, UV-MALDI- TOF MS/MSy FT-ICR MS

La determinacion del peso molecular MeX se realiz6 por espectrometria de
masaUltraviolet Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flihv-
MALDI-TOF) en el servicio de Espectromigtrde Masa de la Unidad de Bioquimica
Analitica de la Universidad de la Republicagdtal del Uruguay. Lanuestra se disolvio
en agua y las medidas de masa se reahizan un espectrometde masa Voyager-DE™
PRO (Applied Biosystems), equipado con uelade Nitrogeno (337 nm). Los espectros
de masa se adquirieron en modeflector usando como matriz &cido-ciano-4-
hidroxicinamico. La matriz se preparé coma solucion saturada en 60% acetonitrilo,
0.1% A&cido trifluoroacético. Para realizar wadibracion externa se utiliz6 una mezcla de
péptidos estandar (Applied Biosystems).

Para realizar el analisis porafmentacion, la muestra se envio Kéck
Biotechnology Resource Laboratpqyerteneciente a la Universidad de Yale (USA). Se
utilizaron dos técnicas de espectron@etdie masa UV-MALDI-TOF MS/MS con un
equipo MDS SCIEX 4800 MALDI TOF/TORnalyzer (Applied Biosystems) y FT-ICR
(Fourier-Transform lon Cyclotron Resonanagtilizando un equip®.4 Tesla Apex-Qe
Hybrid Qe-Fourier Transfan lon Cyclotron Resonanc@ruker) con una fuente de
ionizacion Apollo Il electrospray La determinacion por UV-MALDI-TOF/TOF se
realizo utilizando &cidax-ciano-4-hidroxicinamico comanatriz disuelto en 50% de
agua/50% acetonitrilo/0,1% d&a trifluoroacético. Se agreddradiquinina a la matriz
como calibrante interno (masa monoigitd y protonada de 1060,5692 Da). La
concentracion final bradiquima obtenida fue de 1.3 fmgpotaproximadamente. Para la
determinacion, se mezclé Q8 de la muestra de MrX con 0/ de la matriz y se
cargaron sobre la placa de MALDI.

Para la espectrometria de masa FT-ICR, la muestra se aplicd directamente al
espectrometro de masa mediam@oelectrospraynanoESI) con un cépr con punta de
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silica de 3Qum de diametro interno (New @&gtive, Inc.) a un flujo de 1pl/hr. Se hizo
contacto a Tierra con la puntkel nanoESI y se aplicé umferencia de potencial de
~1600V al extremo del capilar. El equipo m®gramo para la deteccion exacta de las
masas moleculares entre 450 y 2500 m/z (roasgd) en todo el esgieo del ancho de
banda. Subsiguientemente, el pico de istetaislo utilizando ucuadrupolo y luego se
fragment6 por CID Collision-induced dissociatigrdisociacion inducida por colision) o
disociacion multifotonica infrarrojalr{frared Multiphobn dissociation IRMPD). Las
asignaciones se realizaron basandose en ldicioees de masa exacta y el ajuste de
picos isotopicos a los patrones isotopicdgq@mos SNAP2). A los datos colectados se
aplicé la transformacién de Fourier, se germrdos espectros de masa m/z y se realizé

una deconvolucion de los datos, detiedndose las masas monoisotépicas.

4.2.2. Caracterizacion de MrX

4.2.2.1. Tratamiento con proteasas

Las muestras utilizadas en cada tragao correspondieron a MrX parcialmente
purificado, como por ejemplo fraccionestiaas de una DEAE-sephadex (seccion
4.2.1.2.2) o las obtenidas de pellet de acetona pasado por fase reversa omitiendo el
paso de intercambio i6nico. Se siguieroa fwotocolos de digestion con proteasas de
acuerdo a las espificaciones deCurrent Protocols in Protein Scien§@7].

Para las reacciones de digestion castgasas, se tomaron dos veces la cantidad
de MrX que indujera una desfosforilacion ldePRK2 del 60% en una reaccion estandar
de fosforilacion. Para estimar este valeg realizaron ensayos de fosforilacion de
LePRK2 con diluciones seriadas de MrX g lauestras se trataron como en la seccion
3.2.3. La imagen digitalizada smalizo utilizando esoftwarelmageJ. Se graficod sefial
de LePRK2 versus unidades de absorba2®anm de la dilucién de MrX utilizada. Del
grafico obtenido, se obtuvo el valor deidades de absorbancia (280 nm) de MrX

capaces de desfosforilar a LePRK2 en un 60% (resultados no mostrados).
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Para cada experimento, se analiz6 la atzd/ hidrolitica déa proteasa respectiva
(tripsina, pepsina y carboxipégdsa Y) utilizando una prote estandar (albumina sérica
bovina, BSA; Sigma). En las reacciones oointque se realizaron a la par del
experimento con MrX, se utilizaron las mismas unidades de absorbancia (280 nm) de
BSA que de MrX. La cantidad de cada emaia utilizar se determiné empiricamente,
verificando qué masa era necesaria pararidigSA completamente en las condiciones
del ensayo. Las muestras de BSA se separpor SDS-PAGE vy el gel se tifid con
Coomassie Bluale acuerdo a técnicas convenclesa[97]. Los geles obtenidos se
digitalizaron para su analisis.

El protocolo que se describe patdpsina, se realizd6 para pepsina y
carboxipeptidasa Y, bajo las condiciones idsglara cada una de las enzimas como se
detalla méas adelante.

Se prepararon dos pares de tubos, ielgrpar conteniendBSA (control) y el
segundo par conteniendo una fraccién positiv®HAE correspondiente a MrX. Uno de
los tubos de cada par fue utilizado coneateol de la reaccion, omitiendo la enzima. Al
otro tubo del par, se agregd 1/6 de la masa de BSA de tripsina (Stgetal0 mg/ml
en bicarbonato de amonio 0,1M). La reacaérilevé a cabo en un volumen final de 60
ul en bicarbonato de amonio 0,1M por 16 hoeas87°C. En el caso de los tubos
conteniendo MrX (control y digestion), teaccion se termind calentando las muestras
por 15 min a 95°C. Luego, se agregaromb@e agua (15@l finales de solucién acuosa),
150 ul de Metanol 100% y 7kl de Cloroformo. La muestra se agitdé vigorosamente con
vortex se centrifugd por 2 min @000 xg y la fase acuosa (~30l) se transfirid a un
tubo nuevo. La fase acuosa se secd por completspeedvac La muestra seca se
resuspendio en 3@ de agua. Se realizaron 3 dilanes seriadas al medio de [dl5le la
muestra (1/2, 1/4, 1/8) y unduwtion al décimo (1/10). EBl ensayo de fosforilacion, se
analizo el efecto de 10 de la digestion tal cual y das diluciones 1/2, 1/4, 1/8 y 1/10.
El ensayo de fosforilacion se llevé boacomo en la seccion 3.2.3 (ver figura 4.9).

Para pepsina, se utilizaron 1/21 vecendmsa de BSA de enzima y la digestion se
llevé a cabo en HCI 10mM. En el caso dedaboxipeptidasa Y, satilizaron 1/6 veces

la masa de BSA y la digestion sevtbea cabo en acetato de sodio 5mM (pH 4,0).

70



4.2.2.2. Hidrélisis acida

Se realizaron dos tipos de hidrdlisis, la primera incubando extractos de estigma-
estilo en HCI 1IN a 100°C en bloque testatizado durante 4 6 20 horas. Luego del
tratamiento, las muestras se equilibracon NaOH y se agreg6 Tris-HCI pH 8,0 hasta
una concentracion 0,1M. Una al@ta de cada tratamiento sélizO en el ensayo de
fosforilacion para determinar tapacidad de desfosforilar LePRK2.

El segundo método de hidrdlisis se imaksistido por microondas de acuerdo al
protocolo de Zhongt al. [138]. En microtubos hermétis de 1,5 ml, cuatro volumenes
de percolado de C18 con la capacidad desfiefitar totalmente &ePRK2, se llevaron a
una concentracion de HCI| de 1,5N en un volumen final deu5(Hidrolisis). Se
prepararon tres controles pasexificar el experimentacontrol de dilucion, en el que se
colocé la misma cantidad de percolado d8 @ luego se sometié a todas las diluciones

gue sufrieron las muestras ensayadas durante el tratamiento, onelieatkntamiento y

el acido;control de salesen el que se coloco acido, pero omitieetipercolado de C18;

y, control del tratamiento térmico, en el que se coloco el percolado de C18, se sometio
al calentamiento, omitiendacido. Los tubos correspondientesa hidrdlisis, el control

de sales y el control del tratamiento térmico se sellaron con Parafilm y se los coloco en el
interior de un microondas. A su lado, se colan recipiente con tapa (no hermética)
conteniendo 100 ml de agua, con el fin de diiola energia sobrante. Las muestras se
calentaron 10 minutos a maxima potencia ()0 A diferencia deprotocolo de Zhong

et al, los tubos se retiraron del microondas ynagestras correspondientes a la hidrolisis

y el control de sales se@@libraron con NaOH y se agyé Tris-HCI pH 8,0 hasta una
concentracion de 0,1M. A los tubos correspomigie al control de tratamiento térmico y
control de dilucion, se ¢ agregé NaCl hasta uneoncentracion de 1,5M v,
posteriormente, se agreg6 Tris-HCI pH 8d&kta una concentracién de 0,1M. Todas las
muestras se llevaron a 1Qd con agua. De cada una de estas cuatro muestras
(tratamiento y tres controles), se tomarornuR§y se realizaron dos diluciones seriadas al
medio. Luego, se ensayaron 25de cada una de las muestras originales y sus diluciones

en su capacidad de promovemdsfosforilacion de LePRKPRara verificar el protocolo,
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se realiz6 el mismo ensayo con BSA y sgasaron las muestran un SDS-PAGE 8%.
Como en la seccion 4.2.2.1, el gel se tifi6 Coomassie Blug se tomaron fotografias
digitales.

4.2.2.3. Hidrdlisis basica

Para realizar la hidrdlisis, se tomaron 10 volimenes de una fraccion positiva de
DEAE (DEAE+) correspondiente a MrX capazadgsfosforilar totalmente a LePRK2. La
muestra se liofilizd, resuspdi6 en NaOH 1N vy transiir a microtubos de 0,2 ml,
incubando durante 2 horas a 100°C en ternembic con tapa termostatizada (PTC-100®
Programmable Thermal Controller, MJ Reseahsbh). Se prepararon tres controles para
verificar el experimentocontrol de dilucion, en el que se colocé la misma cantidad de
DEAE+ y se someti6 a todas las diluciones guiieron las muestras ensayadas durante

el tratamiento, omitiendel calentamiento y basepntrol de salesen el que se coloco la

base, pero omitiendDEAE+; y, control del tratamiento térmico, en el que se coloco

DEAE+, se sometid al calentamiento, omitiendobase. Luego del tratamiento, las

muestras correspondientes a la hidrdlisis y el control de sales se equilibraron con HCl y
se agregd Tris-HCI pH 8,0 hasta ur@ncentracion de 0,1M. A los tubos
correspondientes al control del tratamientoniéo y control de dilaidén, se les agrego

NaCl y Tris-HCI pH 8,0 hasta una concewion 1M y 0,1M, respectivamente. Con estas
cuatro muestras (tratamientangs controles), se realiz6é aidilucion 1/10, y de ésta se
tomd una alicuota para realizios diluciones seriadasrakdio. Luego, se ensayaron una
alicuota de la dilucion 1/10 (corprsndiente a 1 volumen de DEAE+ capaz de
desfosforilar totalmente a LePRK2) y sdiduciones en su capacidad de promover la
desfosforilacién de LePRK2. De la misma forguee en la seccion anterior, para verificar

el protocolo, se lo repitié utilizando BSAI resultado del tratamiento se analizd de la

misma forma que antes.

4.2.2.4. Tratamiento reductor
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Una alicuota de DEAE+ se incub6 ddy min a 100°C con DTT 5y 10 mM en
tubos herméticamente cerrados. Se agregaem tubos como controles: el primero,
conteniendo DEAE+ pero sin DTT (el cusd calentd 15 min a 100°C); y, el segundo y
tercero, conteniendo 5y 10mM de DTT peno BEAE+. Finalizado el tratamiento, los
tubos se incubaron 10 min mas a 100°C conga &bierta, para favorecer la evaporacion
del DTT. Las 5 muestras (5mM DTTnsDEAE+, 5mM DTT con DEAE+, 10mM DTT
sin DEAE+, 10mM DEAE+ con DTT y DEAE¢alentado) mas una muestra control sin

ningun agregado ni tratamiento, se ensayar@uaapacidad de desfosforilar a LePRK2.
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4.3. Resultados

4.3.1. Extraccién de MrX con solverte organico y precipitaciones

A pesar de desconocerdaturaleza quimica de MrX priori, decidimos realizar
diferentes ensayos suponiendo que sealieatde un péptido (ver seccion 4.4). La
informacion obtenida de estos tratamientosbign podia ser utilizada para el disefio de
un protocolo de purificacion. Hrincipio, analizamos el cgmertamiento de MrX en dos
protocolos tipicos para alstudio de proteinas: extrame con metanol-cloroformo y
precipitacion con TCA.

El primer experimento que realizamog la extraccion con metanol-cloroformo.
Tipicamente, las proteinas se desnaturalizamgipitan entre las fas@rganica y acuosa,
exponiendo los residuos hidrofébgcbacia la organica y los hafflicos hacia la acuosa.
Luego de retirar la fase acapda interfase conteniendosl@roteinas se recupera por
centrifugacion y precipitacion. §eidamente, ensayamos cada una de las fracciones en
una reaccion de fosforilacion. En la figu4.2.A, observamos laesfosforilacion
especifica de LePRK2 solamente en la calladdae utilizé la fase acuosa. La interfase
no produjo desfosforilacion de LePRK2nientras que observamos una pequefa
disminucidon en la sefial de LePRK2 paraesbayo de la fase organica. Una posible
explicacion para este resultado es la contandnade la fase organica con restos de la
fase acuosa, produciendo la desfosforilaciohafRK2. Si bien exisdila posibilidad de
perder la actividad de MrX debido a la desnaturalizacién en presencia de solventes
organicos, este experimento nos demuegtra MrX es resistente a extracciones con
solventes organicos donde gran parte depfateinas pierden sutesctura terciaria y
cuaternaria.

En segundo lugar, llevamos a cabo urexipitacion con TCA con el objetivo de
contar con un paso concentrador el protocolo de purificaan [97]. Al igual que en el
experimento anterior, existila posibilidad que se pierde actividad debido a la
desnaturalizacion por el pbljo. Sin embargo, MrX no prguié en esas condiciones
dado que la desfosforilacion de LePRK2obgéuvo con el sobrenadante y no copedlet
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(figura 4.2.B). Esto indicaria que MrX no pesmide como lo hacen otras proteinas a la

precipitacion con TCA.

SE Extracto  F. Acuosa Interfase F. Organica SE TCA
-+ 25 10525 10525 10525 1 05 - + S P
* . = =W = o sl ~-‘ﬂ
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Figura 4.2: A. Desfosforilacion de LePRK2 medida por diferentes fracciones de
una extraccion metanol-cloroformo de unextracto de estigma-estilo de tabaco.
Las reacciones se realizaron en presencia de 0,5, 1 yl2j® cada faseB.
Desfosforilacion de LePRK2 medida por el sobrenadante (S) pellet (P) de una
precipitacion con acido tricloroacético (TCA)de un extracto de estigma-estilo de
tabaco.Las reacciones se realizaron en presencia g¢ d€ cada fraccion.

SE exudado de estigma-estilo de tabadd. asterisco (*) indica la sefal
correpondiente a LePRK2.

4.3.2. Separaciones cromatogificas exploratorias

Decidimos analizar el comportamiento BleX en distintos tipos de resinas de
intercambio i6nico, con el objetivo de podeilizairlas posteriormente en el disefio de un
protocolo de purificacion. En principio, cargamos columnas MonoQ (aniénica) o MonoS
(catidnica) con exudados de estigma-estilgpprados en Tris-HGO0mM (pH 7,4). En
ningun caso logramos retenarMrX en las columnas (dz& no mostrados). Luego,
intentamos realizar una separacion cromatogaafel exudado de estigma-estilo en fase
normal (silica) que permite la adsorcion de compuestos polares. La determinacion de la
mejor mezcla de solventes la realizamosnpramente en placa delgada. En estas
condiciones, la mezcla acetona-agua (6:1)l@rgue mejor resolvia los componentes
presentes en el exudado (datos no mostratles)amos el exudado a esas condiciones,

pero observamos la formacion de un g#ado diminuto. Deciagnos preparar una
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“pastilla” con el exudado y sda, y cargar la columna pamalizar la separacion. Luego
de la separacion, concentramos las fracciofsnidas y las ensayamos en la reaccion
de fosforilacion. En ninguna fraccion obtuvimos actividad, por lo que consideramos que
MrX no habia eluido de la columna o eraamezcla de solventes (acetona-agua, 6:1)
perdia actividad. Dado que habiamos obtenid precipitado al utilizar la mezcla de
solventes, era posible que esta fraccionlaepe contuviera a MrX y que al precipitar
guedara retenida en la columna. Entoncepetimos la resuspension en acetona-agua,
separamos el sobrenadante pdalet y los probamos en el ensayo de fosforilacion. En la
figura 4.3, observamos que la desfosforilacionedBRK2 se produce en presencia de la
fraccion que contiene al precipitado de acet@so indicaria que durante la separacion
cromatografica, MrX precipité demt de la columna de siligano eluy6 de la misma. Por
otra parte, este resultado nugestra que la precipitaciboon acetona no afecta la
actividad de MrX.

Acetona
SE +SE S P

%k -

A

o lm#“

Figura 4.3: Desfosforilacion de LePRK2en presencia del sobrenadante (S) o
pellet (P) de una precipitacion con acetonaSE exudado de estigma-estilo de
tabaco. El asterisco (*) indica $&fal correspondiente a LePRK2.

Antes de eliminar las técnicas cromatdgas de separacion utilizadas antes,
preparamos nuevos exudados utilizando otsatuciones diferentes al Tris-HCI.
Seleccionamos las soluciones salinas a utierabase a dos présas: ser facilmente
eliminables, tal que se puedan realizar ensayos espectroscopicos para la determinacion de
estructura en ausencia de sales que puesultar un inconveni& y, cuyos aniones
sean lo suficientemente voluminosos commpvitar que estos sean mas eficientes que
MrX en el pegado a la resin&eleccionamos dos soluciordiferentes, ambas sales de
acidos o bases débiles, que permitieran un minimo de capduidf®d acetato de

amonio y bicarbonato de amonio. En ambas ¢aso$o la base como el acido poseen
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formas volatiles, facilitando la eliminacién ts mismas por laplicacion de presiones
negativas. Preparamos exudados con ambaluciones, extrajimos con metanol-
cloroformo y precipitamos con acetona. Obaergs que el acetato de amonio era mas
dificil de eliminar que el bicarbonato de @mo, por lo que seleccionamos este ultimo
para realizar las purificaanes (datos no mostrados).

Repetimos las separaciones cromatacgéfutilizando cartuchos comerciales de
resinas de intercambio aniéni (QMA), cationico (CM) y en resinas de fase reversa
(C18). Esta ultima matriz es cominmente zdilia en la purificaciéon de péptidos, dado
gue se basa en la interaccion de los resitidrefobicos de los mismos con la resina. La
mayor interaccion se logra en aquellostjgis que contienen pos residuos polares o
cargados [139]. Separamos los extractos en experimentos independientes en cada uno de
los cartuchos de acuerdo a sus respecfotcolos, y buscamos la presencia de MrX
por la actividad de desfosforilacion de LePR&2los percolados y eluidos. En la figura
4.4, observamos las imagenes digitalizaddsedsayo de fosforilacion de LePRK2 en
presencia de las fracciones de cada expaton&n las condiciones que se realizaron los
fraccionamientos, MrX eluyé de la resina deeinambio anidnico luego de la aplicacion
de un gradiente salino, mientrage percol6é de la resina dgercambio cationico. Esto
indicaria que al pH utiliz#o, MrX tendria carga negativRor otra parte, MrX también
percol6 de la resina de fase reversagiriendo que este compuesto no es lo
suficientemente hidrofobico das condiciones de carga dorque no interactia con la
matriz. De acuerdo a estos resultados, podewoosluir que la decision de utilizar
bicarbonato de amonio en vez de Tris-HQInapH de 7,4 fue undecision acertada. En
las primeras separaciones cromatogréficaesimas de intercambio anidnico, el uso del
buffer Tris resulto en la eluciode MrX en el percolado (verriba). Es posible que este
efecto sea resultado del fuerte pegado de los ionesl&tesina de amina cuaternaria. El
uso de bicarbonato de amonio resulta en un mayor pegado de MrX a la resina. Los iones
bicarbonato son menos eficientes que ep&ta unirse a la matriz, permitiendo que MrX

tenga la oportunidad de interactuar con ella.
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Figura 4.4: Desfosforilacion de LePRK2 mediada por fracciones de separaciones
cromatograficas en fase sélida de MrXA. Ensayo de fosforilacion en presencia de
fracciones del cartucho de QMA (Q1 a QB).Ensayo de fosforilacion en presencia

de fracciones del cartucho de CM (CM1 a CM8).Ensayo de fosforilacion en
presencia de fracciones del cartucho de C18 (C1 aBC&®erfil de absorcion a 280

nm de las fracciones de C18. Las lineas punteadas indican donde se comenzo0 a eluir
con acetonitrilo (MeCN) 50 y 100 %.

SE exudado de estigma-estilo de tabadd. asterisco (*) indica la sefal
correspondiente a LePRK2. Ver detalledageprotocolos en la seccion 4.2.1.2 y 3.
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Resulta extrafio el no haber podido retenklrX en la resina de C18, dado que el
protocolo que se utilizé se selecciond en bmshferentes citas bibliograficas donde se
realizaban purificaciones deéptidos, y éstos gdan retenidos en tonnas de esta
matriz [106, 111, 115, 140-147]. Podemos asamggue el cartucho de C18 funciono
correctamente ya que al eluir con cantidadeecientes de acetdriio (ver seccion
4.2.1.3), la absorbancia a 280 aumentaba @digu4.D). Esta absorbancia no es producto
del cambio de solventes, puesto que allimias mezclas de acetonitrilo 50 y 100%, los
valores obtenidos de absorbancia no justibn los aumentos obtenidos durante la
corrida. Esto indicaria que la resina retaiferentes compuestos -muy probablemente de
naturaleza peptidica, de acuerdta bibliografia consultada- presentes en la mezcla, pero
no a MrX.

Como mencionamos previamente, el cartude resina de intercambio anidnico
(QMA) resulté efectivo para retener a MrRecidimos analizar el comportamiento
cromatografico de MrX en otras resinasiercambio anidnico en un formato que nos
permitiera la separacion de mayor cantidad de muestra, compatible con un protocolo de
purificacion. Utilizamos DEAE-sephadex, en una columna hecha a mano; y, MonoQ, en
una columna comercial. En ambos casdsgramos reteme a MrX y eluirlo
posteriormente (figura 4.5). Sin embargo, como era de esperar para una columna
confeccionada manualmente, la resina DEABhadex resultd en un pico de elucion
ancho, obteniéndose MrX en un volumenetiecion muy grande, comprendido por las
fracciones 16-34. En el caso de la MonoQuueinbos un pico agudo tipico de una corrida
de FPLC, donde la actividad podia ser aisladaticamente en 2 ml totales por corrida
(fracciones 10 y 11). Por lo tanto, seleccionamos la MonoQ para el protocolo de
purificacion y bicarbonato de amontomo solucién de corrida.

El siguiente paso fue combinar las diferentes técnicas de purificacion descritas
previamente dentro de un protocolo de pcaidién con el fin de obtener a MrX en su
estado puro para llevar a cabodi@éerminaciones estructurales.
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Figura 4.5: Desfosforilacion de LePRK2en presencia de fracciones de dos
columnas de intercambio aniénico.Las columnas fueron eluidas con MCO;

hasta una concentracion final de 250mM.Columna DEAE-sephadex manual. El
gréfico muestra la absorbancia a 280 nm de las fracciones ensayadas en la reaccion de
fosforilacion.B. Columna MonoQ comercial.

El asterisco (*) muestra la posicién de LePRISE exudado de estigma-estilo de
tabaco.

4.3.3. Protocolo de purificacién
Como fue expuesto en la seccién antetaextraccion con solventes organicos y

precipitacion con acetona, y taomatografia de intercdiio anidnico fueron métodos

bioquimicos apropiados para iniciar elojmcolo de purificacion. Decidimos utilizar
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también la resina de fase reversa (C18)qya a pesar de no ratr a MrX, sirve para
eliminar otros compuestos contaminanfesr figura 4.4.D). La figura 4.6 muestra la

estrategia de purificaamdque decidimos aplicar.

Preparacion del exudado de estigma-estilo de tabaco

Incubacion ON
—_— — —_— a4*Ccon —b i —_
agitacion suave

Flor de Separacion 50 mM Filtracidn Liofilizar Redisolver  Exudado
Tabaco de estigma- Bicarbonato
estilo de Amonio

Extraccion y Precipitacién

Fase Agregar Centrifugar Sobrenadante  Peller
Acuosa 6 vol. acetona
Extraccion con Precipitacién con acetona

metanol-cloroformo

Separaciones Cromatograficas

— — — — —
AN L% A
Fracciones o Fracciones Fracciones
activas activas activas
MonoQ) Sep-pak C18 Mono(Q)
(Intercambio anidnico) {Interaccion hidrofabica) (Intercambio aniénico)

Determinacion espectroscopica

Ve agar Spec 1= 1AC|BP = 3850 4. 3804
o~ =g
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it
»! |
»
-y i} A
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Figura 4.6: Representacion esquemia del protocolo de purificacion. Ver
detalles del protocolo de pficacion en la seccion 4.2.1.4.
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Primeramente, realizamos el protocdm purificacion de forma analitica, con el
fin de analizar cudl era laficiencia del protocolo progsto. Decidimos utilizar la
absorbancia a 280 nm como una correlacion del estado de pureza, aun cuando en un
mismo pico pueda eluir mas de un compaddatos no mostrados). Como resultado del

protocolo, en el dltimo paso de purificagi(MonoQ) obtuvimos un pico aislado que al
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Figura 4.7: A. Cromatograma del ultimo paso de purificacion (2da. MonoQ)y
ensayo de actividad de las fraccione&n azul, se observa el gradiente de elucion
(eje y secundario). En eutorradiograma del panel superior, se sefialan las dos
fracciones con actividad (14 y 18. Espectrometria de masa UV-MALDI-TOF de

MrX purificado de acuerdo al protocolo desarrollado.
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determinarle la actividad, era capaz desfosforilar a LePR2 (figura 4.7.A).
Suponiendo que la desfosforilacion dePRK2 procede de forma similar que una
actividad enziméatica de primerden, utilizamos el Km como estimador del estado de
pureza. Calculamos el valor de Km para cpdso de purificacion y obtuvimos la tabla
de purificacién (tabla 4.1)Podemos observar que mediamtke protocolo disefiado,
logramos purificar MrX cerca de ~160.000 veces respecto alxedado (no contamos
con el error estandar, ya que solo teniamos una réplica del ultimo paso). De la tabla de
purificacion también deducimos que el pasgriipitacidon con aceha no resulta en la
separacion de MrX de otros compuestos coirtantes, ya que el valor de Km obtenido
es practicamente similar atwdado original. Por otro lado, ealor de Km obtenido para

el paso de C18 indica que mmgtamos purificar con respecab paso anterior e incluso
gue necesitamos mas unidades de absodan280 nm para desfosforilar a LePRK2.
Esto contradice las observaciones malstsaantes donde la elucion con 50 y 100%
acetonitrilo resultan en el despegado dmmoestos que absorben a 280 nm. Es posible
gue la incubacion con acetonitrilo resulte eddanaturalizacion de MrX. De este modo,
obtendriamos MrX inactivo que eluye jurdon MrX activo. La mezcla de una version
activa e inactiva resultaria en la necesidied utilizar mayor cantidad de MrX con
respecto al paso de purificacién anterioraplgrar el mismo efecto. Sin embargo, una
concentracion de acetonitrilo 6% no deberia causar un efecto tan drastico sobre MrX,
cuando hemos demostrado que 50% metanplesencia de cloroformo no tiene efectos
sobre la actividad (primergsasos de purificacion). Por kanto, es probable que este
resultado sea el compendio de errorepeerientales (pipeteo, determinacién de
absorbancia a 280 nm, diferencias de “senalé®’tuie diferentes geles, etc.). A pesar de
estas observaciones y en vigize el resultado final detemmado por espectrometria de
masa fue satisfactorio, iniciamos una puafion preparativa cof81 estigmas-estilos de

tabaco siguiendo el protocolo de pigafcion sin realizar ningln cambio.
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Paso de Purificacion Km Error sf.  Error(% Purif. ¢/r Exudpdo
Exudado 16.34 0.06 0p 10
Snte. Cloroformo 9.78 2.1B 2148 47
Pelletde Acetona 21.58 2.83 13.1 0.8
lera MonoQ 7.35E-04 1.69E-Q4 22.9 22476
C18 1.28E-03( 2.39E-04 18.6 12769
2da MonoQ (desaladq) 1.04E-p4 156849

Tabla 4.1: Tabla de Purificacion de MrX. Error %, error porcentualError st., error
estandarPurif. ¢/r Exudado purificacion con respecto al exuda&umte, sobrenadante.

En la figura 4.7.B mostramos el espro de masa UV-MALDI-TOF de las
fracciones de MonoQ del ultimo paso de puaifion que desfosforilan LePRK2. De esta
figura podemos concluir que el protocolle purificacion fue exitoso, ya que las
fracciones positivas correspondieron a un pico aislado detectado por absorbancia a 280
nm, del que obtuvimos un pico Unico EW-MALDI-TOF. De acuerdo a este resultado,
podemos asegurar que purificamos MrX a bgeneidad y determinamos con precision
gue su peso molecular es de 3548,4 + 0,1 $)a embargo, el equd utilizado para
realizar la determinacion del peso molecula MrX no estaba capacitado para producir
la fragmentacion del mismo y asi obtenerséxuencia. Para ello, debimos repetir el
protocolo de purificacibn para obtenemds masa y realizar asi determinaciones

estructurales.

4.3.4. Andlisis estructural de MrX por UV-MALDI-TOF MS/MS y FT-ICR MS

En principio, verificamos el peso moleautie MrX por dos técnicas diferentes de
espectrometria de masa: UV-MALDI-TQFkgura 4.8.A) y FT-ICR (figura 4.8.B). Los
resultados de las nuevas determinacionegaron que la masa obtenida para el i6n
molecular coincide con la masa ya deteadan (seccion 4.3.3). En base a estos valores,
el peso promedio (entre las diferentécnicas) corrpende a 3548.3 + 0.1 Da.

Los andlisis estruarales de MrX por fragmentasi se realizaron utilizando las

dos técnicas mencionadas arriba. Enbasncasos, debido al gran tamafio del ion
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Figura 4.8: A. Espectrometria de masa UV-MALDI-TOF. Se observa el i6n
molecular de MrX que correspde a un peso de 3548,20 = 0,01 [&.
Espectrometria de masa FT-ICR.Se observan los iones correspondientes a?MrX

(1774,6 Da) y Mr®" (1183,4 Da), resultando en un ién parental de 3548,30 + 0,01
Da.

molecular, no fue posible obtener un namerficente de fragmentos detectables que
nos permitieran realizar una secuenciacd® novo Tampoco fue posible generar
fragmentos por tripsinizaciomebido a la resistencia dérX a esta proteasa (ver mas
adelante). Sin embargo, las dos técnipasmitieron determinar la presencia de un
residuo de arginina presente en la moléc¢atala figura 4.9.A, se muestra el resultado
para las determinaciones hastpor UV-MALDI-TOF/TOF).
En el caso de la fragmentacion producida utilizando espectrometria de masa UV-

MALDI-TOF/TOF (figura 4.9), se pudieron idgficar una serie de fragmentos que

85



podrian ser adjudicables a diversos residamwsnoacidicos, en todos los casos, con
errores de determinacién menores a 0,2 Da. ¥adér que, al desconer la secuencia de
MrX, no sabemos si los fragmentos obtenidos corresponden a lg edyid?or lo tanto,
una secuencia de aminoacidos identificagaede estar en sentido amino terminal a
carboxilo terminal del péptido, o la inversaipboxilo terminal a ammterminal). En la
figura 4.9.A, correspondiente a los fragmentis alto peso molecular, se pueden
observar dos series posibles de aminoad®RiésS (0 S-R-R) 0 R-S-R, seguidos por un
residuo de acido glutamico (este ultimo coreaor de ~0,24 Da). La diferencia de ~202
Da entre el i6on parental (~3548 Da) ypeimer fragmento detectable (~3346 Da, que
corresponde al primer pico quee observa entre los difates is6topos), puede ser
adjudicable a numerosos dip#les (M-A, A-M, D-S, S-D, C-V, V-C o T-T). También es
posible que el fragmento de ~3346 Ddaga producido por una desaminacion (~17 Da)
del fragmento de ~3362 Da (ver flecha en f&@gdr9.A). De ser este ehso, la diferencia
entre el ion parental y élagmento de ~3362 Da podria ser adjudicable a un triptofano
(~186 Da).

Por otra parte, en la figura 4.9.B sbservan los fragmentos de bajo peso
molecular. Obtuvimos una serie de picoyasudiferencias podriager atribuirse a la
secuencia V-N-Y-R (R-Y-N-V) con un errtotal menor a 0,1 Da. También observamos
la presencia de dos picos (~389 Da y ~203 ddga diferencia podria corresponder a un

triptofano (error menor a 0,05 Da), y podreemplazar a la tirosina de la secuencia

anterior. De ser este el caso, también deberia excluirse la arginina de esta secuencia.

Observamos otros picos que podrian corredpol la secuencia P-A-P-Q (Q-P-A-P),
con un error menor a 0,2 Da. Las dos secasnuiencionadas, V-N-[Y-R]/W y P-A-P-Q,
podrian ser mutualmente excluyentes dadocguaparten el pico de ~503 Da.

De acuerdo a estos resultados, seré seeie realizar nuevas determinaciones

espectroscopicas con el fin de damfar las secuencias obtenidas.
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Figura 4.9: Espectrometriade masa UV-MALDI-TOF-TOF. El i6n parental esta
filtrado para permitir la observacion de los picos. Sobre los picos se sefialan posibles
asignacionesA. Region correspondiente a iones hijos de alto peso moleculaa

flecha sefala el i6n de ~3362 [Ea.Region correspondiente a iones de ha peso
molecular. La diferencia entre las masade los residuos aminoacidicos
monoisotépicos y las masas determinadasoiu menores a ~0,2 Da para A, y ~0,11

Da para B.

87



4.3.5. Analisis de aminoacidos

Decidimos realizar un andlisis daminoacidos en una muestra purificada
siguiendo el protocolo estandar. El analisis se realizé en el LANAIS-PRO dependiente de
CONICET-UBA (Facultad de Medina). Para realizar las determinaciones, MrX fue
sometido a una hidrdlisis idla (HClI 6N a 110 °C, poR0 horas) y los productos se
sembraron en el analizador. Como ensayatrol, se analizdO una muestra de MrX sin
hidrolisis previa. De la comparacion @bas muestras, se obtuvieron solo algunos
aminoacidos provenientes de la hidréliflabla 4.2). La sumatoria de las cantidades
detectadas para cada aminoacido resultd mguoerel total de la muestra analizada,
indicando que la hidrdlisis no fue compleRor otra parte, nguno de los aminoacidos
encontrados absorbe a 280 nm y no se ideatdit aminoacidos acidos que justifiquen el
pegado a columnas de intercambio aniér{iogluso se encontraron dos aminoacidos
basicos, lisina y arginina). Esto indicagae no se encontraron todos los aminoacidos
presentes en MrX. A pesar de ello, esteltada confirmaria la naraleza proteica de

MrX, a la vez que da indicios del contenii® aminoacidos presentes en la secuencia.

Aminoacido Cantidad detectada

Serina 626moles
Arginina 173pmoles
Treonina 47%Hmoles
Alanina 542pmoles
Metionina 239%moles
Leucina 116moles
Lisina 443pmoles

Tabla 4.2: Determinacion de aminoaiclos en una muestra pura de MrX
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4.3.6. Efectos de algunas proteasas en MrX

De acuerdo a los resultados de la seccion anterior, tenemos la certeza que MrX
corresponde a un compuesto de naturaleza jeptfeor ello, decidimos evaluar el efecto
de diferentes proteasas solMeX, con el fin de determir sSi este compuesto es un
péptido susceptible a la hidrdlisis enzimatig, de serlo, utilizaresta enzima para
producir fragmentos que nos permitan seciglo. Seleccionamos fdrentes proteasas
de acuerdo a sus propiedades hidroliticas:singy Pepsina y Carboxipeptidasa Y. En la

Tabla 4.3 observamos las especificaciafesada una de estas proteasas.

Proteasa Actividad Tipo Sitio declivaje
Tripsina Serinproteasa endo AodLys
. . Phe/Tyr>>Leu>>Trp>Ala u otrg
Pepsina proteaswida endo ) o
aa hidrofébico
Carboxipeptidasa Y serincarboxipeptidasa exo Amplio rango

Tabla 4.3: Caracteristicas de las proteasas utilizadas en este trab§ja8].

Decidimos utilizar una tacion alta enzima-sustrato y 16 horas de incubacion,
con el fin de poder llegar a la hidrolistetal de MrX. Primero cuantificamos
espectrofotométricamente a MrX por su absorbancia a 280 nm. Luego, calculamos la
masa de BSA que corresponda a la misnmsorlancia y, basandonen este valor,
determinamos empiricamente la masa de enzima a utilizar. En estos ensayos de
protedlisis utilizamos una muestra de MrX@almente purificada (fracciones positivas
de una columna de DEAE-sephadex, pdet@s de una extraccibn con metanol-
cloroformo y precipitacion con acetona).

Disefilamos un experimento que nos permitiera ver cambios pequeios en la
concentracion de MrX activo posterior a d@accion de hidrdlisis enzimatica (figura

3.3.8). Dado que la respuesta que observamodappresencia de MrX activo es la
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desaparicion de LePRK2, debimos selmtcar una cantidad de este ligando cuya
diferencia de una dilucion a la siguiente seantificable. Utilizar una cantidad de MrX
mayor o igual a la desfosforilacion total ldePRK2 podria situarnos debajo del limite de
deteccién para la banda fosfada de LePRK2 en el gelecesitando una alta actividad
proteolitica de la enzima para detectambios. Por otro lado, utilizar cantidades
reducidas de MrX que sélo produzcan una disicion del ~20% de la sefial de LePRK2
como limite superior (por ejemplo), podridiailtarnos la determinacién de diferencias
entre las sucesivas diluciones, ya que todadrign valores muy siilares de sefial. Por
lo tanto, decidimos realizar las reaccigngtilizando como primera dilucion de MrX
aquella que induce una desfosforilacién de U€PRal que la sefial remanente es de un
40% con respecto al control sin MrX. De amp a nuestro protocolo, en el caso que la
proteasa no tuviera efectos, deberiamos ebtana sefial de fosforilacion de LePRK2
con respecto al control (sMrX) del 40% para la mayarantidad de MrX, seguida por
70%, 85%, 92,5%, etcétera pdes sucesivas diluciones. B caso que la proteasa
tuviera la capacidad de hidizdr MrX, tal que ahora se ariga una sefal para LePRK2
del 80% con respecto al cooit (en vez de 40%jara la mayor cantidad, las sefales
obtenidas para las diluciones siguiengesian de 90%, 95%, 97,5%, hasta valores
despreciables con respecto al control. De esta forma, las primeras diluciones de MrX
tratado con enzima o sin taatdeberian ser los masfarmativos, indicando si las
proteasas tienen la capacidad de hidrolezavirX. En el caso qu&a proteasa pudiera
degradar completamente a MrX, la sefiaLdPRK2 para la mayor cantidad no deberia
tener diferencias apreciables con respattontrol sin MrX (Figura 4.10.B).

En cada reaccion de hidrdlisis utilizamos dos veces la cantidad de MrX capaz de
reducir la sefial de LePRK2 en un 60% cespecto al control sin MrX. Luego de la
hidrdlisis, realizamos diluciones seriadas medio de cada una de las reacciones,
obteniendo un rango de cont@giones decrecientes d&X activo, comenzando con
una sefal de LePRK2 correspondiente al 4@ respecto al control, seguido de las
diluciones seriadas (como se mencion6 ayriGaantificamos densitométricamente las
imagenes digitalizadas de los experimenyograficamos estadde fosforilacion de

LePRK2 versus unidades de absorbancia a 286enka fraccion correspondiente a MrX.
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A. B.

MrX Controles de reaccion
2x60% defosforilacion LePRK2 BSA
Buffér de Proteasa 10X Buffer de Proteasa 10X
Con Proteasa Sin Proteasa  Con Proteasa Sin Proteasa Sin Proteasa Con Proteasa
t l l l SSEHSE 1172 1/4 1/81/10 1 1/2 1/4 1/81/10
——————————— —————————— oSin Proteasa
| ! 100% ®(on Proteasa
16 horas a 37 °C 16 horas a 37 °C
15 mina 95 °C Separacion electroforética 50
Extraceion metanol-cloroformo Tincion con Coomassie Blue 0%,
Speedvac y resuspension en agua ‘
Con Proteasa Sin Proteasa P
roteasa
| ! At I 2 14 18 110
Diluciones

v ¥ -

Figura 4.10: Representacion esquematicdel protocolo de piotedlisis de MrX. A,
Protedlisis de las muestras y de una pnateontrol (BSA). Vedetalles del protocolo

en la seccidon 4.2.2.B, Resultado esperado: se realiza el ensayo de fosforilacion de
LePRK2 con diluciones seriadas al megimvenientes de la reaccion (con y sin
proteasa). La sefial de LePRK2 fosforil@sacuantificada para cada calle y graficada
en forma de barras.

En el panel A de la figura 4.11, observamos la imagen digitalizada del gel de
fosforilacion de LePRK2 en presencia MeX tratado con pepsina. Podemos observar
gue para la misma dilucion de MrX tratadcsin tratar, la intensidad de la banda de
fosforilacion de LePRK2 es similaEsta imagen fue analizada conseftwarelmageJ,
obteniéndose el grafico destbgramas del panel inferior. Podemos observar que para el
caso de la pepsina, no detectamos efectda geoteasa sobre MrX, ya que no existen
diferencias apreciables de skda fosforilacion de LePRK&atando o no con la proteasa.
En la figura 4.11.B, observamos en geles remiasivos para tripsa y carboxipeptidasa

Y, el mismo resultado que para pepsina.
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Seiial de LePRK2
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Figura 4.11: Ensayos de protedlisis de MrXA, Protedlisis con pepsina. Ensayo de
fosforilacion con diluciones seriadas. \t&talles del protocolen la seccion 4.2.2.1.
B, ensayo de fosforilacion de LePRK2 cdluciones seriadas al medio provenientes
de la protedlisis (con y sin proteasdp sefial de cada banda es cuantificada y
graficada en forma de barras. El asteri€¢ muestra la posién de LePRK2.
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Todos los experimentos de protedlisigesgtieron al menos 3 veces. Los graficos
e imagenes digitalizadas de la figura son praogede dos réplicas técnicas realizadas en
el mismo momento, utilizando el mismo extadtio pudimos graficar el valor promedio
de la sefial de LePRK2 para experimentos independientes, dado que el patron de
fosforilacién de los microsomas es ligeraneewdriable de experimento en experimento,
y de muestra de microsomas a la siguieBte embargo, el resultado que obtuvimos fue
siempre el mismo: para las proteasadizatlas en este trabajo no obtuvimos una
disminucién de la actividad de MrX. Enfigura 4.12, observamos la imagen digitalizada
de un gel tefiido corCoomassie blueen el cual separamoelectroforéticamente
reacciones de protedlisis utilizando BSA cosustrato. En las condiciones de reaccién
utilizadas en este trabajo, todas las proteasidizadas fueron capaces de hidrolizar al
sustrato, dado que la banda correspondi@B8A desaparece en presencia de la enzima.
Por lo tanto, podemos concluir que en las condiciones de reaccion, MrX es resistente a

las proteasas ensayadas.

Enzima
-+
B Pepsina

W Tripsina

W Carboxipeptidasa Y

Figura 4.12: Ensgo de protedlisis de una proteina control (BSA) en las
condiciones ensayadas para MrXCada panel correspon@BSA sin tratar (-) o
tratada (+) con la proteasa respectiva. inagstras se sepaoarpor SDS-PAGE vy el
gel se tifid colCoomassie blue

4.3.7. Efectos de la hidrdlisis acida y basica sobre MrX

Numerosas biomoléculas son sensildefos tratamientos con acidos o bases
concentradas a alta temperat En condiciones de alfgH, se hidrolizan las uniones
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éster y amida, por lo queqteinas y acidos nugitos son hidrolizados. En condiciones
de pH acido, tanto las uniones amida deplateinas como las unies glicosidicas son
hidrolizadas [149].

Probamos el efecto de la hidrdlisis @&cidbéasica sobre MrX. En el primer caso,
intentamos dos protocolos de acuerdta aibliografia [97, 138, 150], utilizando un
blogue termostatizado a 100°¢Cvariando el tiempo de inbacién (4 horas y 20 horas)
con una concentracion de acido clorhidricoldle o utilizando un método de hidrolisis
asistido por horno microondas en presencia,fbl del mismo acido. En la figura 4.13.A
y B, mostramos el efecto de la hidrélis@n los dos métodosoBemos observar que las
condiciones de reaccion en el protocolollefue termostatizado, no tiene efectos sobre
la actividad de MrX, aun luego de 20 asrde incubacion (figura 4.13.A). Sin embargo,
el protocolo del microondas tiene un marcadecto en la reduccién de la actividad
desfosforilante de LePRK2 (figura 4.13.Bksultando en una sefial radiactiva de
LePRK2 comparable con la obtenida para ek de sales (ausemacde MrX). Por otro
lado, la hidrolisis basica no tuvo efecto alguno sobre MigUra 4.13.C). A pesar de
incubar una muestra de MrX en NaOH 1N Bdroras a 100°C, la muestra neutralizada y
diluida aun conservaba la capacidad dsfakorilar LePRK2, del mismo modo que lo
hacia el control. En la figura 4.13.D, podenobservar el efecto de ambos tratamientos
sobre BSA. En el caso de la hidrdligisida (asistida por microondas), obtuvimos una
desaparicion completa de la banda de B&#entras que el tentamiento por 10 min
parece no tener efectos significativos sobrerisencia de la proteina. En el caso del
tratamiento basico, observamos la desaparicdle la banda de BSA cuando ésta es
tratada con NaOH y en el control del trai@mio térmico. Este resultado puede deberse a
la hidrélisis de la proteinen el tratamiento alcalino y apaecipitacion por la incubacion

a altas temperaturas de la BSA en el mdme tratamiento térmico, respectivamente.
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Figura 4.13: A. Hidrdlisis acida de MrX en bloque termostatizado El tratamiento
de cada extracto de estigma-estilo (SE) se indica al pie de cada H@hebE
corresponde a la calle del extadtatado con acido clorhidricB. Hidrolisis acida
de MrX asistida por microondas. C. Hidrdlisis basica de MrX. Para B y C:
Hidrélisis, MrX sometido al tratmiento hidrolitico;C. sales control de salesC. t.
térmicq control del tratamiento térmic@&,. diluciéon control de dilucionl, 1/2 y 1/4
representan la dilucién de &icuota utilizad en el ensayo, o@spondiendo a una
alicuota sin diluir (1), o dodiluciones seriadas al medi®. Seroalbimina bovina
(BSA) sometida a hidrdlisis acida asistia por microondas e hidrdlisis basicakl
gel de SDS-PAGE fue tefildo c&@pomassie bluel, BSA sin tratar2, control del
tratamiento térmico de BSA, BSA sometida al tratamiento hidrolitico.
El asteriscd*) muestra laposicion de LePRK2.
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4.3.8. Efectos del tratamiento reductor sobre MrX

Muchos compuestos peptidicos de thes origenes presentan caracteristicas
similares a las obtenidas hasél momento en MrX: resiencia al tratamiento con
proteasas, hidrélisis y termorresistenciger referencias en Tabla 6.1, seccién 6).
Algunos de estos péptidos, forman unionesuléliro entre cisteinas de la secuencia
primaria [151, 152]. Decidimos analizar eketio de concentraciones crecientes de DTT
sobre MrX, suponiendo que este compug@steee este tipo de uniones intramoleculares
como lo hacen otros péptidos [127]. En la figura 4.14, observamos que 5 mM y 10 mM
de DTT no tuvieron efectos sobre un exudaéoestigma-estilo de tabaco, como asi
tampoco 50 mM de DTT (datos no mostrados)gya las muestras tratadas conservan la
capacidad de desfosforilar a LePRK2.

5mM DTT 10mM DTT
=+ - + = +

Figura 4.14: Tratamiento con DTT.Fraccion activa de DEAE (DEAE+) sin tratar o
tratado con 5 mM 6 10 mM de DT, reaccidon en ausencia de DEAEH;reaccion
con DEAE+. El asterisco (*) muestra la posicion de LePRK2.
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4.4. Conclusiones

En el capitulo anterior demostramaggsie la desfosforilacion especifica de
LePRK2 y la disociacion de su interaccion con LePRK1 se produce por un compuesto
presente en el apoplasto del estigma-estilo de tomate y tabaco (seccion 3.3.1 y 3.3.2,
[78]). Tratandose del ligando de un complejoteico, de un peso molecular comparable
al de otros ligandos peptidicos, y absortia a 280 nm, y en ausencia de datos
espectroscopicos, supusimos que MrX era de naturaleza prdisicaste capitulo,
describimos el disefio de un protocoloncel cual logramos purificar ~160.000 con
respecto al exudado original a MrX, un@lécula de ~3.550 Da responsable de la
desfosforilacion especifica de LePRK2. La obtencion de MrX puro nos permitird
investigar en qué procesos fisioldgicos ést@lucrado el complejo LePRK de polen de
tomate (ver capitulo siguiente). Ademasl|iraanos una caracterizacion del mismo con el
fin de confirmar que es de naturaleza peptidica.

El comportamiento de MrX en los difetes pasos de purificacion utilizados, nos
permitié identificar algunas propiedades dste compuesto. MrX presentaria bajo
namero de grupos hidrofébicos, ya que ezspncia de cloroformo y metanol permanece
en la fase acuosa. Ademas, su naturaleza hidrofilica se confipoatfas observaciones
independientes: su falta de retencion resinas de fase rega en las condiciones
ensayadas; la retencion y elucion selecttwando se separa cromatograficamente en
columnas o en placa delgada utilizando celulosmo fase sélida y alcoholes como fase
movil (resultados no narados); y, su interaccion conwmnas de intercambio aniénico,
sugiriendo que MrX estaria cargado negatiente al pH de trabajo (~8,0).

Como resultado del analisis de aminoacidos, identificamos al menos 7 residuos
gue estarian presentes en MrX. En ppiwginotamos que 2 corresponden a aminoacidos
basicos (arginina y lisina) y no encontraaminguno acido (acido aspartico y glutamico),
lo que resulta contradictorio con la retémcde MrX en columnas de MonoQ. Por otra
parte, no encontramos fenilalaa, tirosina o triptofano qyestifiquen la absorbancia a
260-280 nm. Estos dos resultados contrastardos propiedades bien conocidas de MrX:
la carga negativa (al pH quealizamos la purificacion) y su absorbancia a 280 nm.
Nuestra hipotesis para explicar esta obseéwaes que la determinacion de aminoacidos
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no fue eficiente, quizds paalguna caracteristicastructural de MX que impide la
hidrdlisis total. A pesar de la diferenciad@ncentracion de acido ¢adeterminacion de
aminoéacidos (6N) y la hidrdlisis que seastra en la figura 4.13.A (1N), pareceria que
MrX es resistente al HCl a 100°C, ya que persiste lwidatl desfosforilante. Los
aminoacidos obtenidos en la determidacpodrian pertenecer a una porcién de MrX
facilmente hidrolizable, quizé&n los residuos expuestosiadio, mientras que aquellos

gue absorben a 280 nm podriamcontrarse en una zona mi& o0 protegida, como es
normal en las proteinas. Sin embargo, deestx el caso, también las cargas negativas
gue unen a MrX a las resinas de intercambidraod deberian estar en esta zona ya que
no fueron identificados en el andlisis, y ésto imposibilitaria su unién a las matrices. Cabe
sefalar, que también se identificaron senndreonina en el analisis, y estos dos
aminoacidos son blancos de-glicosidaciones. Si los dnoacidos obtenidos en la
determinacién pertenecen a una zona expuesta de MrX y adema®-ggidosidados,
quizds los sustituyentes podrian estar adog negativamente (sulfatados o por
esterificacion con grupos fosfato). Esta seria una caracteristica esperable de un producto
de secrecion presente enrfatriz extracelular. De esfarma se podrigustificar: la
interaccién a las columnas de intercambidmico, alta hidrofilicidad superficial que
imposibilitan la interaccion a resinas de fase reversa, la interaccion con celulosa en
cromatografias en columna y placa delgadk iynposibilidad de las proteasas a acceder

a los aminoacidos blanco (seccion 4.3.6 y comentarios mas adelante). Sin embargo,
debemos mencionar que en la determivacile aminoacidos, se encontraron picos
artefacto que eluian a los mismos tiempase lo hacen el acido glutdmico y aspartico,
por lo que también existe la posibilidad guéstan aminoacidos acidos en la molécula y

no hayan podido ser identificasl De acuerdo a los results expuestos en la figura
4.13.B, serd necesario repetir la determiiragie aminoacidos en muestras de MrX
sometidas a hidrdlisis acida asistida meicroondas, donde comprobamos la pérdida
practicamente total de la actividad.

Con el fin de confirmar la naturalezaoteica de MrX,comenzamos con la
utilizaciéon de una bateria dwoteasas con especificidadr algunos de los diferentes
aminoacidos encontrados en MrX, esperande éste sea degradado. Tratamos con
tripsina dirigida contra dos aminoacidogsentes en MrX (arginina y lisina); pepsina,
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contra fenilalanina y tirosina, los cualesiae los residuos que sdirben a 280 nm; y con
carboxipeptidasa Y, de amplio espectro.déadida de actividad luego del tratamiento

con la proteasa indicaria que el compuestoindiscutiblemente una proteina, y la
obtencion de fragmentos nos ayudaria a secuenciar MrX por espectrometria de masa. Sin
embargo, en ningun caso observamos un aumento en el estado de fosforilacion de
LePRK2 correlacionado con una disminuciénaactividad desfosforilante mediada por
MrX. En principio este resultado fue desalentador, dado que esperdbamos una
disminucién de la actividad de MrX por s@ra molécula proteic®tros investigadores

han reportado la existencia de proteinas tigés que también presentan resistencia a
proteasas (ver referencias Eabla 6.1, seccion 6). Algundg estas proteinas presentan
uniones intramoleculares a travdes puentes disulfuro questabilizan la estructura
tridimensional de la misma. Esta estabilizacion resulta en una mayor tolerancia a altas
temperaturas y a la digestion por proésagl51-153]. Por lo tanto, podriamos suponer
gue MrX presenta uniones puenlisulfuro intracatenarias que le permiten a la molécula
resistir altas temperaturas sin desnaturaearla vez que el plegamiento compacto, y la
posible presencia de glicosidaciones, impmtatague por proteasas (ver mas adelante).
En Violdceas y Rubiaceas (plantas), sedeacrito un grupo de moléculas llamadas
ciclétidos que correspondemwléculas de ~30 aminoacid(&s4 kDa), donde no existen
extremos amino o carboxilo terminal, yme estos estan unidos covalentemente, y
ademas presentan 3 uniones disulfuro gsgbilizan la molécula [154, 155]. Estos
péptidos ciclicos poseen umstructura compacta y sonngpletamente resistentes al
tratamiento térmico y con proteasas. Sokghude la reduccién de las uniones disulfuro
estos compuestos son labiles a la acciélaslenzimas proteoliticas [151]. Sin embargo,

la ruptura de las uniones S-S no implican undiga de la actividad de estos compuestos.

Si MrX pertenece a este grupo pieteinas, entonces poddaplicarse la imposibilidad

de digerirlo enzimaticamente rtdas proteasas descritas éste trabajo, y con otras que
ensayamos y no mencionamos aqui (fmata K y termolisina). Asimismo, el
tratamiento con DTT tampoco seria suficiepéga disminuir la actividad de MrX. Que

MrX pertenezca a este grupo de compuestss,una posibilidad que aun debe ser
analizada. Para ello, sera necesario tislia¢ primero con un agente reductor, seguido

de una alquilacion, para finaémte tratarlo con proteasa$]]. En el caso de tener una
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estructura compacta similar a los péptidos ciclicos, también se entenderia por qué MrX
eluye en columnas de tamiz molecular Sdpe Peptide (GE Healthcare) en fracciones
correspondientes a un peso molecular menor que el determinado por espectrometria de
masa (resultados no mostrados). Por otrdepae ha observado que los ciclétidos
absorben a 280 nm y emiten fluorescencia a ~330 nm por la presencia de aminoacidos
aromaticos. Esta emisién aumenta con tuceion de los puentes disulfuro, al exponer
los residuos responsables de la emisiéBl]l La determinacion del espectro de
fluorescencia de MrX y su respuesta a la presencia de DTT seria de vital importancia
para identificar la presencia de puentes disulfuro. A pesar de las similitudes entre las
propiedades de los ciclotidos y MrX, existea diferencia substaiat en la purificacion
de ambos. Los ciclotidos son facilmente paaibles por su interaccion con columnas de
fase reversa, a diferencia ldeque ocurre con MrX. Comlo mencionamos antes, quizas
la presencia de glicosidacionespenda a esta diferencia.

Para estudiar la presencia de glicosidaciones en MrX, en una serie de
experimentos no mostrados en esta tesis amadig el efecto de una celulasa [hidrdlisis
de 1,4-(1,3:1,4B-D-glucano] y una pectolsa [hidrélisis de polia-1,4-glicanos por
actividad endopoligalacturonasa; hidrolisis de -GH de los C6 de hexosas por
actividad endopectinliasa], dos enzimas zaitias habitualmente en la produccion de
protoplastos vegetales. Estas dos enzitiea®n la capacidad de degradar las uniones
tipicas encontradas en las phee celulares vegetales. Adensésanalizo el efecto de una
liticasa, otra hidrolasa con una espegifad diferente a las mencionadas [fbl(i1-3)-
glucano]. Ninguna de las enzimas ensayddas efectos sobre la actividad de MrX,
indicando que éste no posestas uniones o0 bien que remocion de los residuos no
afectaria la actividad. Este ultimo readid coincide con el observado luego de la
hidrélisis acida, que no safgente produce la ruptura des laniones peptidicas, sino que
ademas promueve la hidrélisis de ladémeentre azucares [156], donde aldn se observa
desfosforilacion de LePRK2. También existgtsibilidad que MrXno esté glicosilado.
Para estudiar esta posibilidad, deberiamasraénar la presencia de glicanos mediante
la reaccion de oxidacion con periodato o loreaccion de acido periodico-Schiff (PAS)
[156]. Otra posibilidad seria metilar los oxhidsilpresentes en los azucares y estudiar el

comportamiento de met-MrX en columnasfdse reversa. Por lo mencionado arriba, en
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caso de existir glicosidaciones, éstas no fanduna funcién importante en la actividad
de MrX.

Ademas de la hidrolisis con HCI, intentamos utilizar otra técnica para romper los
enlaces peptidicos. Por ello, sometimos Mr¥ha hidrdlisis alcalina, que habitualmente
se usa en la industria para el tratamiestoestructuras proteicas recalcitrantes [157].
Luego del tratamiento alcalino, tampoco g®dujo una disminucién evidente de la
actividad de MrX. Quizas el tiempo de reaccion no haya sido lo suficientemente
prolongado, aun asi es sorprendente [sosibilidad de hidrolizar a MrX.

El conjunto de resultados obtenidbssta ahora estarian describiendo un
compuesto peptidico no mencionado antes diblaografia, con la gaacidad de resistir
tratamientos drasticos como altas concentrasidieeacido y base, &ta temperatura, el
poder reductor y la actividade proteasas e hidrolasas dderente especificidad.
Lamentablemente, como no pudimos obtenemfiexgos de menor peso molecular, hasta
el momento ha resultado imposible la defeanidon de la estructura molecular de MrX.

La combinacién de diversos tratamientmsmo la reduccion, alquilacion e hidrdlisis
enzimatica o el tratamiento de MrX con BNque rompe la union peptidica en los
residuos de metionina (presente en Miébla 4.2) [97], quizas nos permitan obtener
fragmentos que puedan ser estudiados poctspeetria de masa. El conocimiento de la
estructura molecular nos va a permitir cloebgen que codifica para MrX y producir

una version recombinante, o bien sintetizanlovitro. MrX marcado radiactivamente o

con un fluor6foro seria la herramient&ddeal para estudiar bioguimica vy
microscépicamente el comportamiento deinptejo de LePRKs. A pesar de no contar

con estas herramientas, el desarrollo del protocolo de purificacion en el cual obtenemos
MrX (descrito en esta tesis) nos va a permitir realizar ensayos fisiolagicdgo (ver
capitulo siguiente). Estos ensayos nos facilitaran identificar en qué procesos esta
involucrado el complejo de LePRKs y deé forma se ve modulada la actividad del
complejo por MrX.
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5. Capitulo 3: Efectos fisiologicos de MrX
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5.1. Introduccion

El gametofito femenino es una estruatweducida rodeadpor los tejidos del
pistilo. La fertilizacion exitosa requiere qaktubo polinico llegue a este pequefio blanco
rodeado de células esporofiticas [100].isken dos instancias de intenso dialogo
molecular previos a la feiidlacion. La primera implicda interaccion entre el tubo
polinico y el tejido esporofitico del pistilo. Eante esta etapa, el tubo percibe sefales
presentes en la matriz extracelular del tracto transmisor que le permitirian nutrirse,
orientarse, adherirse, e igdr el camino hacia los Ovulota segunda instancia se
establece entre el tubo polinigcel gametofito femenino. EHaco embrionario indica el
camino hacia la micropila y restge la entrada de mas detubo a la sinérgida. Existen
observaciones que muestran que es necesario que el tubo polinico atraviese el estigma y
el estilo (al menos una partpara que pueda percibir lasiales provenientes del saco
embrionario [158, 159]. Este comportamiento sugeriria que existe una jerarquia de
sefales que el tubo polinico parcibiendo a lo kgo del crecimiento, y el orden en el
cual las percibe es fundamental para lalifgacion [99]. En estalidlogo complejo, el
tubo polinico tiene que tener la capacidad deibie e interpretar ¢as sefiales. Algunas
de ellas actian a través de receptores de membrana tipo LRR o con dominios S
(glicoproteina S), y de otras se desconoce el modo de accion.

El estigma es el primer tejido que recdeolen, y en plantas autocompatibles el
polen de la misma flor pueddlzerirse, hidratarse, germinapgnetrar el estilo [99]. En
plantas de estigma seco como en las Baasi@s, la pared del gia de polen contiene
numerosas proteinas involucradas en laactaén inicial con el estigma, como proteinas
relacionadas a la hidrataci¢l60], o el determinante masculino de autoincompatibilidad
SCR [96] y proteinas de bajo peso molecin@olucradas en la adhesion del grano de
polen al estigma [147, 161]. También exissefales autdcrinas producidas por el grano
de polen que estimulan la germinacién colacfitosulfoquina 162]. En plantas de
estigma humedo como tomate y tabaco, luego que ocurre la germinacion, los tubos
polinicos crecen sobre o a través de la maixizacelular del esti. Al hacerlo, siguen
moléculas quimioatractantes que indicah camino hacia el ovario. Efhilium

longiflorum se han descrito dos proteinas invadgers en la interaccion polen-pistilo:
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SCA (asociada a pectina y a ubiquitina ecafalar [126]), en la adhesion a sustratos
artificiales [126, 130, 163] y a la matriextracelular del pistilo [126, 128]; v,
guimiocianina, que atra@ los tubos polinicosn vitro [125]. En Arabidopsis, la
sobreexpresion de plantacianina, resultauancrecimiento anormal del tubo polinico
[129]. Otras proteinas inwatradas en el crecimientdel tubo polinico son las
pertenecientes a la familia de glicoprotsin&cas en arabinogalactanos (AGP), que
actian como sustrato nutricional o pegaméuibricante guiando &s tubos polinicos
hacia los 6vulos [164]. Dentro de estaniida, en tabaco la glicoproteina TTS se
encuentra en el estilo formando ugradiente de glicosilacion y resulta
quimiotrépicamente activapara el tubo polinicoin vitro [131, 132]. TTS es
desglicosiladan vivo e in vitro, y los azucares son incorpdos en la pared celular del
tubo polinico. Existen otros ejemplos de pnadsi altamente glicosiladas ademas de TTS
que actuarian como fuente nutricional, conticogroteinas del estilo ricas en galactosa
(GaRSGP) o proteinas especificas de pisiilo extensina (PELP)Sin embargo, estas
proteinas no tienen actividagiimiotropica [164].

Al alcanzar el ovario, elbo polinico es guiado por lésjidos placentarios hasta
los 6vulos, donde ocurre la ultima instanca comunicacion: la entrada al saco
embrionario a través de la micropila. Estapat estd separada en una fase de atraccion
funicular, dependiente de los tejidos dides del 6vulo [100, 165]; y otra micropilar,
dependiente del gametofito femenintB¢, 137, 166]. Una de las sefales funiculares
descritas involucra al GABA en Arabidopsique se encuentra en concentraciones
crecientes a lo largo del pisty estimula el crecimiento del tubo polinico [133]. Ademas
del C&" liberado por el gametofito femeninexistirian otras sefiales micropilares
guimioatractantes, que serian difusiblesptgicas y se originarian en las células
sinérgidas [135, 137, 167], como asi tambiénlssit@pelentes que padirian la entrada
de més de un tubo polinico a la micropila [158].

Las sefales emitidas por los diferentes tejidos del pistilo son transducidas por un
sistema intracelular, redirigiendo la migracidel tubo y redefiniendel apice. El tubo
polinico se extiende depositando vekisu que contienen nueva membrana y
componentes de la pared celular mediante stereia de transporte de actina-miosina [23,
42, 168]. Se han identificado una larga lista de moléculas sefializadoras intracelulares
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candidatas a ser las responsables de unisd@ales extracelularemn las respuestas
fisiolégicas, incluyendo cAMP [40], ROP [16&869] y la quinasa de fosfatidilinositol
monofosfato [46]. Todos estos componentégacelulares regulaen mayor o menor
medida la [C&]; y el citoesqueleto de actina, resultando en una reorientacién del
crecimiento, y su estimulacion o arresto (en algunos casos acompafiado de la formacion
de un éapice globoso) [23, 168]. Sin embarg@n se desconocen los componentes que
conectan las sefales extracelulareslasmoléculas intracelulares [170].

En este contexto, el complejo de Lé®Rpodria ser clave pa la identificacion
del eslabon faltante en la cadatmtransduccion de sefakastre los tejidos femeninos y
el tubo polinico. Como se ha mencionadéeanse han identificado algunos ligandos
extracelulares que interactian con el cofopte forma autécrina como LAT52 [79], y
otros provenientes del pistilo como %y LeSTIG1 [81]. Sin embargo, no existen
evidencias de la respuesta del complejo deRles a estos compuest®or otra parte, se
ha descrito que este comjplegesponde bioquimicamente afdeesencia de extractos de
estigma-estilo de tomate o tabaco [77), A se ha identitado a KPP [52], un
componente intracelular con homologia a GEEplantas [84], quseria el responsable
de transducir la sefial, probablemente mautiidala actividad de ROFE| aislamiento de
MrX, el compuesto responsable del “enceéiedio “apagado” del complejo de LePRKs
mediante la desfosforilacion de LePRK2, abeedaertas para el estudio de las respuestas
fisiologicas del tubo polinicante sefiales del tejido femeai En base a la interaccion
del complejo de LePRKs con KPP, estas resfaseestarian asociadas a la estimulacion o
inhibicion del crecimiento, pudiendoeatar la morfologia del tubo polinico.

En este capitulo, analizamos las respag del tubo polinico a la presencia de
MrX. Decidimos analizar los efectos de centraciones crecientes de este ligando sobre
el crecimiento y la morfologia del tubo. Ademésn el fin de analizar qué efectos tiene
la modulacion de la expresion de ambos receptores sobre el crecimiento del tubo polinico
y la percepcion de MrX, uidamos polen de plantasatrsgénicas antisentido para
LePRK2 y sobreexpresantes dePRK1. El andlisis de losesultados obtenidos indica
gue MrX estimula el crecimiento del tubo polinicovitro. Por otra partela utilizacion
de las plantas transgénicas nos permitio determinar que el complejo de LePRKs

modularia el crecimiento de forma duaktimulandolo a través de la actividad de
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LePRK2 y reprimiéndolo a través de LePRKa estimulacion del crecimiento inducida
por MrX, seria totalmente dependiente ldePRK2, quien seria el responsable de la

percepcion o transduccion de dackefal hacia el citoplasma.
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Material vegetal utilizado

El polen de tomate se obtuvo de la masfarma que se desbd en la seccion
3.2.1, pero se utilizé reciéna@ectado en todos los ensaytesgerminacion. Ademas de
utilizar plantas salvajes, se colectd polentrés variedades de plantas transgénicas. La
primera variedad definida com&2AS”, lleva la secuencia que corresponde al gen en
antisentido de LePRK2 bajo el promo&specifico de polen LAT52 (LAT52::K2AS).
Ademas, lleva una segunda construccion deldgela proteina verde fluorescente (GFP)
de Aequorea victorig[171], también bajo el promotor de polen LAT52 [80, 172]. La
segunda variedad definida com&1OX”, corresponde al gen de LePRK1 bajo el
promotor LAT52, y de la misma forma que A2, lleva la construccién LAT52::eGFP.
La tercera variedad definida comeGFFP’, lleva so6lamente la secuencia del gen de
eGFP bajo el promotor de LAT52. Lasaptas transgénicas fueron oportunamente
generadas por las doctoras Weihua Tang y Sheila McCormick, €laei Gene
Expression CentetJniversidad de California dderkeley, Albany, CA (EE.UU.).

5.2.2. Ensayo de germinacion de polen de tomate

Para analizar el efecto de MrX sobre el crecimiento del tubo polinico, se utilizé

como fuente de MrX una fraccion correspondiaitpercolado de C18 (ver seccion 4.3.2,
figura 4.4.D y 4.7.A). Como control, se utilizzzimero agua y después se ensayd una
fraccion correspondiente a los compuestonigts en la C18 y eluidos con acetonitrilo
50%. Estos compuestos no presentan activildddsforilante de LlRRK2 (Figura 4.4.C y

D). En la germinacién, se ensayaron franes correspondientes a MrX y fracciones
control ambas provenientes de eventoput#icacion independiente Como método de
normalizacion de la cantidad de muestra ayarsae utilizaron las mismas unidades de

absorbancia a 280 nm. En todos los casos, se prepararon mezclas conteniendo medio de
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germinacion de polen (PGM) 1,25X, diferentes cantidades de lastras a ensayar y
agua de manera tal que la centracion final del PGM sea 1X.

Por otro lado, se preparé una suspensiérn?z mg de polen de tomate recién
colectado por ml de PGM 1X sin sacarosadpavitar la germinacion), y se prehidrato
por 30 min a temperatura ambiente, ingmtdo el tubo 2-3 veces cada 5 minutos.
Finalizado el periodo de prehidrataciongeatrifugo la suspension a 2.000 xg por 5 min
y se resuspendio el polen hidratado en PGMmismo volumen inicial, concentracion 2
mg/ml).

Para comenzar el experimento, en cada pocillo de una microplaca de 24 pocillos,
se colocaron 20@l de PGM 1X+MrX o control y 20Qul de la suspension de polen
prehidratado. En cada experimento, geepararon 3 microplacas independientes,
contando cada una de ellas con 1 6 2 rapljgara cada concentracién de MrX (un total
de 3 o 6 réplicas por tratamiento en cagpeemento). El expemento se repitid un
minimo de 3 veces. Se analizé el efectdviX sobre el crecimiento del tubo polinico
luego de 1 o 3 horas. Luego danaubacion, se transfirieron 27 de cada pocillo a un
microtubo de 1,5 ml y se agregarond@e una solucién de fijadsge agité por 20 min a
4 °C. Las muestras se conservaron a 4haSta el momento de fotografiar con el

microscopio. La figura 5.2.1 representa esqueradtente el disefio experimental.

Medio de germinacion de polen de tomate 1X (PGM 1X):
24% PEG 3350

2% Sacarosa

20mM MES pH 6

0,02% p/v MgSQ@

0,01% p/v KNQ

0,01% p/v HBO;

0,07% pl/v Ca(NG)
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Solucién de Fijado 10X:
5,6% Formaldehido
0,5% Glutaraldehido
25% PEG 3350

200 pl Polen hidratado 2mg/ml
+

200 pl muestra (HO, MeCNf, Diluciones de MrX)

|

HoO  MeCNf 1104 2104 3104 5104
Agoyr!  Agoyl  Aggoyml  Agoykl

2 T

|
/ / =7 7 I El
=HESEEE

1
e e e e e e el e el e N e e e e el R e el e R e e e e el e e e e W e e el e e e W e e W e e e

Incubacion a 28°C con agitacion (50 rpm) . Observacion
por 1 0 3 horas al microscopio
270 pl de suspension
+

30 ul solucidn de fijado (10X)

|

Incubacion a 4°C con agitacion por 20 min

l

Almacenamiento a 4°C hasta fotografiar

Figura 5.1: Protocoloesquematico del ensa degerminacion de polen de tomate
en presencia de MrX.Ver detalles del protocolo en la seccion 5.2.2.
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5.2.3. Preparacion de las muestras y microscopia

Sobre un portaobjetos se colocaronul@e cada muestra de polen germinado y
fijado. Se cubri6 con un cubreobjetde 2 x 2 cm. Utilizando una camara digital
(Diagnostic Instruments, Sterling Heightsll) acoplada a un microscopio invertido
Axiophot (Zeiss, Jena, Germany), se tooma 50 fotos digitales de cada muestra.
Utilizando elsoftwareAxioVision (Zeiss), en una de ldstografias se incluyeron barras
de medicion que permitieron la transformacion de las medidas £€omo regla para la
toma de fotografias, se incluyeron todostidss polinicos que atravesaran el campo del

microscopio durante el recorrido del mismo.

5.2.4. Andlisis estadistico de los datos

El diagrama presente en la figus2, esquematiza como geocedié con las
muestras y los datos. Se seleccionaron al Hzdotografias de cada réplica utilizando el
softwareMicrosoft Excel. Luego, con eoftwarelmageJ se midio el largo de todos de
los tubos polinicos presentes en cada fotografia y se promediaron los valores obtenidos.
El valor de longitud de tubo polinico para cadplica se obtuvo del promedio de las 15
repeticiones.

Antes de evaluar el efecto de MrXbse el crecimiento del tubo polinico, se
analizé la dispersion de lodatos para el tamafio de estra tomada de polen. El
experimento se realizé de a&cdo al disefio planteado enflgura 5.1, pero de solo 2
réplicas de polen germinado en ausencia d¢, e las cuales se tomaron 2 muestras. Se
determinaron las longitudes de los tubodinicos en cada muta, obteniéndose 2
promedios para cada réplica. Los valorexempararon por medio de la prueba t de
Student utilizando eoftwarePrism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, EE.UU.). Para
muestras provenientes de la misma réplicaxistieron diferencias en la varianza (datos
no mostrados). No se encontraron diferen@@nificativas entre diferentes muestras

pertenecientes a la misméplica (p > 0,05).
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Validado el disefio experimental, sealizd el experimento con cantidades
diferentes de MrX. Una vez obtenida tagitud del tubo polinico pa cada réplica, se
realizé una ANOVA de latctor utilizando ekoftwarePrism 4.0. La normalidad de los
datos se analiz6 mediante la prueba de Batletificada la igualdad de las varianzas, se
juntaron los valores de todos los experimentos realizados y se repitid el analisis

estadistico.

1. Obtencion de fotografias

Muestra

10 pl muestra
fijada B

resuspendida

U_’@

Seleccion al azar
= 50 fotografias == de 15 fotografias
(Microsoft Excel)

2. Generacion de datos

Medicidn de longitud de tubo polinico (TP) en cada réplica de cada tratamiento
(ImageJ):

foto 1: tubo polinico 1,2, 3,....,n  — promedio — TP, .
TPIA
. _ : Promedio
foto 2: tub | 1,2,3,..., — dio —» TP A
oto 2: tubo polinico 1, 2, 3, 0 promedio P Replica i

foto 15: tubo polinico 1,2, 3, ..., p — promedio — TP 5 Tratamiento A

3. Analisis de datos

TratA | TratB TratX

[P, TPIR TPy
Ri:pln,#as TP2, | TP25| ... |TP2y =p ANOVA

o TPH, | TPHg TPy

Figura 5.2: Obtencion de datosy analisis estadistico del enya de germinacion
de polen de tomate en presencia de MrX/er detalles del protaio en la seccion

5.2.2.
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5.3. Resultados

5.3.1. Efectos de MrX sobre el crecimiento del tubo polinican vitro de plantas

salvajes de tomate

Con el fin de estudiar @lipodia ser el efecto especifiproducido por MrX sobre
el tubo polinico, decidimos reahr ensayos de germinacidmvitro en presencia de MrX
y analizar la aparicion de posibles camb@sotipicos. Dado queddunciones que debe
llevar a cabo el tubo polinico durante su oréento son limitadas (crecer a través del
tejido esporofitico respondiendo a sefaleatdgccion/repulsion, estiulacion/inhibicion
del crecimiento y descarga de las gametas fenotipos esperables podian ser de
caracter fisiolégico, como cambios en tasa de germinacién o crecimiento; y/o,
morfologicos, como cambios en las dimenss del tubo polinico, distribucion de
vacuolas, etc. Entonces, disefiamos un exyggrio donde analizamos al mismo tiempo la
morfologia del tubo polinico y el estadaifilégico. Analizamos microscopicamente
tubos polinicos en crecimiento, y en pdmldijamos y determinamos sus longitudes,
utilizando esta medida como madloa fisiologico (Figura 5.1y 5.2).

Realizamos observacionkgego de 1 y 3 horas derg@nacion en presencia de
cantidades crecientes de MrX. Estas condiciones nos permitieron analizar en qué
momento podria estar produc@dse algun fenotipo caracteristico del tratamiento con
MrX. Con el objetivo de eliminar efectoddas por posibles contanantes presentes en
una misma purificacion, utilizamos MrX provenie de una misma etapa de purificacion
(percolado de C18), pero diferentes eventos de pucicion (ver seccion 5.2.2). En
todos los casos normalizamos la cantidad de MrX de acuerdo a su absorbancia a 280 nm.
No observamos la aparicion de morfologias distintivas o aberrantes para ninguna
cantidad de MrX tanto a 1 como a 3 horas, Ipazual nos concentrams en analizar si
habia alguna influencia sobfa longitud del tubo polinicoPara ello realizamos la
medicion de las longitudes de los tubasbre las muestras fijadas. Repetimos el
experimento un total de 3 veces para 1 hora y 6 veces para 3 horas. El andlisis de los

datos mostré que no existian diferenciadasnvarianzas para cada experimento dentro
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del conjunto de datos de 1 6 3 horas, indejeeeimente de cuando fue hecho éste o del
evento de purificacion. Por esto ultimactdimos unificar todofos resultados y hacer
un analisis estadistico global. En totalal@mamos un minimo de 6 réplicas para cada
concentracion ensayada para ambos tiereptgliados. En la figura 5.3, observamos los
resultados de la determinacién de la famd) del tubo polinico en funcion de la
concentracion de MrX. Para 1 hora derminacion (figura 5.3.A)la presencia de
concentraciones crecientes de MrX res@taun de aumento de la longitud del tubo
polinico, significativo para 3x1DAbs 280 nm de MrX {il de PGM, que fue la mayor
concentracion usada para 1 hora de gaoidn. Para 3 horas de germinacion, las
diferencias significativas se empiezaron a registigartir de 2x10 Abs 280 nm de MrX

/ ul PGM y responden de forma dosis dependiente (figura 5.3.B).

En todos los casos, utilizamos comunitol del experimento granos de polen
germinados en presencia de agua en veklide Sin embargo, estos experimentos no
nos permitian asegurar que los efectos observados sean un resultado especifico de la
presencia de MrX. Decidimos utilizar un cantdiferente al agua para analizar esta
posibilidad. Como demostramos en la s@&act.3.3 (figura 4.4), si una muestra activa
proveniente de la columna dietercambio anionico la diccionamos en un cartucho de
C18, obtenemos dos fracciones: el percoladode encontramos a MrX; vy, el retenido,
comprendido por otros compuestos que elugm presencia de acetonitrilo 50% y
absorben a 280 nm. Estos ultimos posiblemedateaturaleza péptidica al igual que MrX,
ya que se mantienen en las mismas fracsiane éste en la columna de intercambio
iGnico, pero poseen diferente afinidad porrdsina hidrofébica. Consideramos que la
fraccion eluida con acetonitrilo (muesiveeCNf) era ideal para utilizarlo como control y
analizar si el efecto de promocion del creemo del tubo polinico era especifico para
MrX. Para ello, analizamos langitud de los tubopolinicos en respuesta a la presencia
de agua o MeCNf en un ensayo de germinaiiditro de polen luego de 1 o 3 horas de
crecimiento. Para MeCNf, utilizamos una concentracién de 3%h% 280 nm /jul de
PGM, ya que en los experimentos en enes&a de MrX, estaoncentracion siempre
produjo diferencias significativas con resfp al agua. La presencia de MeCNf no
produjo ninguna diferencia significativa cogspecto al agua en ninguno de los tiempos
ensayados (1 hora, p > 0,80; 3 horas, p,3; datos no mostrados). Por lo tanto,
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podemos concluir que el efecto observamiola figura 5.3, corresponde a un efecto

promotor del crecimiento del tubo polinico ienate mediado especificamente por MrX.

Por este motivo, en adelante continuamos utilizando agua como control del experimento.
Los granos de polen podrian estar péecitho la sefial de MrX sélo luego que el

tubo polinico ha germinado y se ha dedkdo por un periodo dado de tiempo, o bien

— " - *
£ 125 -+ £ 700 . T
s - T = 6001 - [
2 1007 AT 1T
-\E - \E 500—
E 3 —
o 757 > 400
S <
Z 501 = 3007
s < 2007
2 257 3
‘T 5, 1007
g g o
'_] L) 1 ] ] ] 'J ] 1 I 1 1
H,0 1.10* 210" 3.0 H,0 110* 210* 310* s.a0*
Abs280nm/pul Abs280nm/pul
Abs Promedio Error n Abs Promedio Error
280nm/pl (um) estindar 280nm/pl (um) estindar
0 (Agua) 90 5 11 0 (Agua) 468 20 28
1.10" 107 7 6 1.10"* 544 38 9
210° 107 6 12 2.10° 582 21 25
3.10" 115 7 9 3.10° 626 24 22
5.10" 659 28 6

Figura 5.3: Efecto de MrX sobre la longitud del tubo polinico.A. 1 hora de
crecimiento. El asterisco indica difeas significativas con respecto alCH(*, p <
0,05).B. 3 horas de crecimiento. Los asterisgudican las diferencias significativas
con respecto al 40 (*, p <0,01; **, p < 0,001)n, nimero de réplicas.

Se realizaron un minimo de 3 y 6 expernmnos independientgzara 1 y 3 horas de
germinacion, respectivamente.

podrian hacerlo desde el momento que comikngarminacion. Para intentar determinar
en qué momento el grano de polen comiemzzercibir a MrX e iniciar una respuesta,

para cada concentracion ensayada tomdosgpares de datos para 1 y 3 horas, y con
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ellos calculamos la tasa de crecimiento ynetemento en longitud para cada uno de los
tratamientos.
La tasa de crecimiento la calculamos como
Tasa de crecimientp= (Longituds; - Longituds;) / 2 horas
donde:
e Tasa de crecimientoes la tasa calculada para el tratamiénto
e Longitud; representa la media obtenida para el tratamiemtas 3 horas;

e Longitud; es la media obtenida para el tratamiertego de 1 hora.

El incremento en longitud dalbo polinico lo calculamos como
Incremento en longitud = Longituds/Longitud y;

donde:
e Incremento en longity@s el incremento para el tratamiento
e Longitud; representa la media obtenida para el tratamiemtas 3 horas;
e Longitud; es la media obtenida para el tratamierteego de 1 hora.

Para discriminar entre las dos posibilidades mencionadas antes comparamos los
valores de la tasa de crecimiento y el é@meento en longitud para cada tratamiento. De
ser cierta la primera hipotesis, dondetiddo polinico no percibe a MrX hasta 1 hora
luego de iniciada la germinacion, a medida traescurre el tiempo se deberia producir
un aumento acelerado de la tasa de crenimieon concentraciones crecientes de MrX
(figura 5.4.B). Esto se veriaflgado en el incremento dengitud, que también deberia
aumentar con la concentracion de MrX (figura 5.4.A). Si resulta cierta la segunda
hipétesis donde el polen percibe a MrX destlénicio de la germinacion, la tasa de
crecimiento deberia ser mayor para concerdred elevadas de MrX (figura 5.4.D). Esta
tasa de crecimiento deberia ser constante desde el principio, resultando en un incremento

de longitud similar para toddss tratamientos (figura 5.4.C).
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Figura 5.4: Dos hipotesis explicativas pa la percepcion de MrX: Incremento de

la longitud del tubo polinico A y C) y de la tasa de crecimientoR y D) en funcion

de la concentracion de MrX.En la primera hipétesis, la sensibilidad a MrX aumenta
con el tiempo. A 1 hora de crecimiento, Maun no es percibido. A las 3 horas, los
tubos polinicos alcanzaron su longitud fidapendiendo de la cantidad de MrX que
perciben Q) y establecen una tasa de crecimiento para cada concentiBci&m (a
segunda hipotesis, los tubodipiros perciben a MrX desd#d inicio del crecimiento.
Por lo tanto, el incremento de longites constante para cada concentraciynRara
cada tratamiento, los tubopolinicos crecena una tasa que depende de la
concentracion de MrXx).

En la figura 5.5, observamos el resultadbpilecesamiento de los datos. La tasa
de crecimiento aumenté con concentracsomreecientes de MrX como lo habiamos

previsto. Sin embargo, los vaés de incremento de longdt se mantienen constantes
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para todos los tratamientos. Esto sugierertemente que la segunda hipoétesis es la
correcta, sugiriendo qued tubo polinico es capaz deteletar a MrX desde el comienzo

de la germinacion, siendo la transduccion deefgal o que varia en funcion del tiempo.
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Figura 5.5: Incremento de la longitud del tubo polinico4) y tasa de crecimiento
(B) en funcion de la concentracion de MrXLas barras de error corresponden a la
propagacion de los errores (estandarjapkps promedios de longitud de tubos
polinicos determinados en la figura 5.3, naeté el método de derivadas parciales.

5.3.2. Efectos de MrX sobre el crecimiento del tubo polinico de plantas

transgénicas eGFP, K2AS y K10X

En la seccion anterior observamos @uenedida que transcurre el tiempo de
germinacion, pareceria aumentar la sensdnilidel tubo polinico por MrX. La primera
concentracion de MrX que prodaicambios significativos pafiahora de germinaciéon es
3.10* Abs 280 nm ful de PGM, mientras que para 3 horas es2ABs 280 nm fil de
PGM. Lamentablemente, no pudimos verifieata observacion realizando experimentos
a tiempos mas largos o a mayores concentraside MrX por dificultades técnicas (los
tubos polinicos son mas largos que el didgondel campo del microscopio utilizado). El

aumento de la percepcién en funcion dehpe podria explicarsa través del aumento
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de la expresion de LePRK2 a medida qaegcurre el tiempo de germinacion, tal como
se muestra en la figura 5.6.A, para que estorad_ePRK2 deberia ser responsable de la
transduccion de la sefial de MrX.

Para verificar la hipotesis que LePRKR necesaria para la percepcion de MrX,
utilizamos polen de tres Bas homocigotas independientiesplantas K2AS (lineas 3427,
3513 y 3428). Las plantas K2AS expresameah de LePRK2 en direccidén antisentido
bajo el promotor fuerte pecifico de polen LAT52. Erl mismo locus, llevan la
construccion LAT52::eGFP, que permiteretonocimiento del polen transgénico por la
expresion de la proteineerde fluorescente. La constcion antisentio del gen de
LePRK2 provoca la disminucion del numeroatpias de ARNm para LePRK2 en polen
maduro y germinado, y en la ausencia dertdeina LePRK2 en el polen germinado por
24 horas (Figura 5.6, paneles B, C y D). Las lineas de plantas K2AS utilizadas muestran
diferentes niveles de ARNm paraRRK2 y la proteina LePRK2 en wmestern blat
3513, mayor expresion; 3427, expresion rimeedia; y, 3428, menor expresion. Como
control, utilizamos polen de plastaat52::eGFP homocigotas (eGFP).

En principio, comparamos la capaadde crecer del polemne las plantas
transgénicas con el de las plantas salvajas. &, germinamos polen de las tres lineas
transgénicas K2AS, eGFP y de polen a@vpor 3 horas de acuerdo al protocolo
detallado en las figuras 5.1 y 5.2. En la fgy&t7, observamos que mblen de 2 lineas
K2AS presenta tubos polinicos significativeme mas cortos quas plantas salvajes
(VF36 mayor que 3427, p < 0,001; VF36 magae 3513, p < 0,001), o los controles de
eGFP (eGFP mayor que 3427< 0,001; eGFP mayor 513, p < 0,001). La tercera
linea K2AS (3428) también mostraba uoaditud menor, aunque no determinamos si las
diferencias eran estadisticamente signifieigor no contar con el suficiente nimero de
réplicas. En base a estas@haciones, la ausencia de LePRK2 provoca una disminucion
de la tasa de crecimiento del tubo pigldn Podemos concluir que LePRK2 es una
proteina necesaria para el notr@cimiento del tubo polinico.
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Figura 5.6: Expresion de LePRK2 en polen de plantas salves (VF36), eGFPy

K2AS de Tomate.A. Western blotontra LePRK2 de mueas proteicas de polen de
tomate salvaje VF36 germinado por 0,5 1, 2 y 3 horas y separadas
electroforéticamente en un SDS-PAGE 8B. Western blotcontra LePRK2 de
muestras proteicas de polen de tomate luego de 24 horas de germiB8®molen
salvaje; eGFP, polen de plantas LAT52::eGFRB427 3513 y 3428 tres lineas
independientes de plant&®?AS C. Determinacion de abundancia de ARNm para
LePRK2 en polen maduro relativas al polen de plantas salaj&eterminacion de
abundancia de ARNm para LePRK2 engmoberminado por 24 horas relativas al
polen de plantas salvajes. &dterisco (*) indica la $&l correspondiente a LePRK2.

B, Cy D, realizadas por la Dra. Weihua Tang (Laboiatde la Dra. Sheila McCormick, Plant Gene
Expression Center — Universidad de California en Berkeley — USDA. Albany, California, EE. UU.
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Previamente hemos demostrado queXNmduce cambios biguimicos en el
polen tales como la defosfordi@n especifica de LePRK2; qakpolen salvaje de tomate
responde a la presencia deXviaumentando su tasa de crecimiento; y que LePRK2 es
necesaria para el normal crecimiento del fpblénico. Por lo tanto, decidimos estudiar el
efecto de MrX sobre el crecimiento del pol@a las plantas K2AS, utilizando plantas
eGFP y salvajes como controles. La comparacion de los resultados de estos experimentos
indicaria si la respuesta damento en la tasa deecmmiento inducida por MrX es
consecuencia directa de la presencia de K&PRara estos experimentos, utilizamos una
concentracién de MrX de 3xf0Abs 280 nm fil de PGM que en todos los experimentos
anteriores mostré0 un aumento estadisticaenesignificativo sobre el crecimiento de
polen salvaje. En la figura 5.7.B, obsamos que para 3 horag germinacion, MrX
promueve el crecimiento del polen salvajeGFP de la misma forma que demostramos
antes, pero no tuvo efecto alguno sobre e¢mpale ninguna de las 2 lineas de plantas
K2AS ensayadas. Esto demuestra que MrX ejerce su accion estimulante del crecimiento
del tubo polinico a través de LePRK2.

En este contexto, decidimos analizkr participacion de LePRK1 en el
crecimiento del tubo polinico. Raello, utilizamos dos lineasdependientes de plantas
sobreexpresantes del gen LePRK1 fusionadaGFP (K10X). El primer resultado que
observamos fue que para ninguna de las lineas fue posible obtener plantas K10X
homocigotas. Teniendo en cuenta sélogametofito masculino, existen diferentes
motivos por los cuales puede no obtenedsscendencia transgénica homocigota:
letalidad del polen, imposibilidad del granopt#en para hidratarse y/o germinar; o en el
caso que los primeros pasos de la germimanb estén afectados, puede haber defectos
en el crecimiento del tubo polinico y/germinacion [133]. La falta absoluta de
descendencia transgénica hamgota, indicaba que el defegbodia estar en los primeros
pasos de la germinacion. De estar afectadweslimiento del tubo polinico, deberiamos
poder obtener plantas transg@&s homocigotas aunque sauna muy baja proporcion
con respecto a los salvajes y heterocigatas)o se obtuvieron pa K2AS. Decidimos
analizar la capacidad dpblen de plantas K10X heteigotas de germinan vitro y
producir un tubo polinico. En ninguna de lim®as K10X analizadas fuimos capaces de

obtener tubos polinicos de polen transgéifvsualizados por la expresion de eGFP), a

120



>

Longitud del tubo polinico (Hm)

pesar de mostrar una hidratacion normal (tadas no mostrados). El 50% de los granos
de polen correspondientes a los no dg@micos dentro del mismo preparado
(provenientes de la misma ptanmadre), generaron tubos padbs normales al igual que
aguellos provenientes de plantas salvajesGéP. Este arresto en la germinacién en
granos de polen K10X tampopaido ser rescatado por MrX (3x1@bs280nm ful de

PGM) luego de 1 o 3 horas deitbacion (datos no mostrados).
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Figura 5.7: Germinacion por 3 horas de polen de tomate de plantas sajea
(VF36), eGFP y K2AS en ausencia y presencia de MrA. Longitud del tubo
polinico de plantas salvajes, eGFP y thesas independientes de K2AS (3427, 3513y
3428). La letra “a” indica que no existetfiedencias significativas entre VF36 y eGFP.
El asterisco (*) indica diferencias sigwiitivas con VF36 (p < 0,001). La sigla “na”
indica que los datos no fueramalizados estadisticament®. Polen de plantas
salvajes, eGFP y dos lineas independgiie K2AS (3427 y 3513) germinados en
presencia y ausencia de 3*1@\bs 280 nm /ul de MrX. Los valores de p
corresponden a un andlisis de t de Stu@ette las columnas sefialadas. Los datos
provienen de 2 experimentos indepemtés con un total de 6 réplicas.

Ver seccién 5.2.1 para infoanién adicional de las lineas.
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5.4. Conclusiones

Existen numerosos trabajos en la literatura que demuestran el efecto de
compuestos de diferente naturaleza endanpcion [79, 81] o intuicion del crecimiento
[173] o desarrollo del tubo paoico. Algunos de ellos estdnvolucrados con procesos
metabdlicos, actuando como feemutricional [131]; otros asstando el crecimiento,
como en los procesos de autoincompatibili@d; regulando la entrada de agua al grano
de polen, permitiendo la correcta hidratacion del mismo [164, 174]; promoviendo la
adhesién a la matriz extracelular [126, 127, 163jrientando el tubo polinico [125, 129,
131-133, 158, 173].

Nuestro trabajo demuestra que M) compuesto peptidico proveniente del
tejido femenino (estigma-estilo) de tomate lyaeo, promueve un aumento de la tasa de
crecimiento del tubo polinico. Este efectstd mediado por LePRK2, dado que su
ausencia en plantas K2AS resulta enptdida absoluta detfecto inductor. Esto
indicaria que la regulacion bioquimica del complejo de LePRKs estaria directamente
involucrada en la modulacion ldgecimiento del tubo polinico.

Como hemos mencionado en la Introddogicuando el polen de tomate germina,
se produce un aumento en kpeesion de LePRK2. En urxgerimento realizado en el
laboratorio, observamos que este incrementevaente luego de 1 hora de crecimiento,

y continua al menos hasta las 3 horas (figura 5.6.A). Ademas, hemos demostrado también
gue LePRK1 junto con LePRK2 forman un complejo de alto peso molecular en el grano
de polen maduro [78]. Este complejo persiste luego de la germinacion, dadesiemn

blots de separaciones cromatograficas ddragxos proteicos de polen germinado
muestran a ambas proteinas en las fracsi@moerespondientes al complejo y no a los
monomeros. Es en este contexto que debaanalizar los resultadabtenidos. Luego de

1 hora de crecimiento, solo la mas altdadeconcentraciones de MrX ensayadas produjo
un incremento estadisticamente significaten el largo del tubo polinico (3x#0Abs

280 nm /ul de PGM). El resto de las conceattiones mas bajas respondia a la misma
tendencia de aumento en respuesta a Mi¥ando estudiamos el efecto a 3 horas de
germinacion, los tubos polinicos son mas largogpresencia de MrX que en el control,

siendo las diferencias estadisticamente Bagtivas incluso para@oncentraciones mas
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bajas que a 1 hora (2x1@bs 280 nm [ul). Las concentraciones gestadisticamente no
produjeron un incremento en el largo caspecto al controltambién muestran un
aumento, pero poseen una mayor dispersiénlos datos. Es posible que un mayor
ndamero de experimentos hubiera validagstas observaciones. En conjunto, estos
resultados, indicarian que a medida quaeshpo de germinacion aumenta, también lo
hace la sensibilidad del tulaolinico a la presencia de MrX. Es posible que la mayor
sensibilidad a MrX en funcién del tiempo puesplicarse por el aumento de LePRK2 y
su presencia en el complejo de alto pesmecular. Esta hipétes podria haber sido
estudiada repitiendo el experimento @&mpos mas largos y verificando si las
concentraciones requeridas para detectgo$asignificativamentenayores con respecto
al control eran menores. Sin embargo, pazaall a cabo este disds, seria necesario
reformular el experimento, ya que luego més de 3 horas de crecimiento, el tubo
polinico es mas largo que el diametro del campo 6ptico del microscopio.

Si observamos la figura 5.3.B, resulta evidente que no se ha alcanzado una
saturacion del efecto de MrX. Seria esperablkener una respuesta creciente en funcién
de la concentracion de MrX, alcanzandna meseta y, quizds, terminando con la
aparicion de fenotipos aberrantes, comdaebservado en otrosstmas [27, 52]. De
acuerdo a los resultados obtenidos, nos enc@antnas al principio desta curva. Esta
afirmacién supone que los efectos de Mrbeléan ser ain mayores a concentraciones
mas altas antes de encontrar una concentraci@rcual los efectode MrX son nocivos.
Cudl es la cantidad de MrX que saturaistema, aun esta por ser determinado.

También, realizamos un analisis sobre los datos de germinacion en presencia de
MrX con el fin de estudiar de qué formaag& influyendo éste sobre el crecimiento del
tubo polinico. Calculamos la tasa de crecirtoey el incremento en longitud para las
diferentes concentraciones utilizando los vedgpromedios de longitud entre 1 y 3 horas.
Los datos obtenidos sugierge el incremento en longd seria constante para las
diferentes concentraciones, y la tasa atecimiento aumentaria en funcién de la
concentracion de MrX. Este resultado indiaajue el tubo polinico tiene la capacidad de
percibir a MrX desde el comienzo dedarminacion, estableciéndose una velocidad de
crecimiento directamente proporcional adamtidad de MrX. Sin embargo, s6lo podemos

sugerirlo a partir de las observaciones ob@@nidanto la tasa de crecimiento como el
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incremento en longitud fueraralculados a partir de una media para 1 hora y una media
para 3 horas (siendo el error estadistico del nuevo valprofegacion de los errores de
cada uno de las medias), lo que imposibilitanddficacion estadigta de las hipoétesis

[el experimento original fue disefiado corfirlde determinar los efectos de MrX, y no
contdbamos con mediciones de los misnub®g polinicos (no fijados) a 1 y 3 horas de
crecimiento que nos permitieran obtener ummero de réplicas apropiados para el
analisis].

El estudio de las plantas transgénicdiizadas en este capitulo nos permitié
observar que el polen de plantas transgém@4sS tienen la misma tasa de germinacion
que el polen salvaje (datos no mostrados); puede cheoétro sin la aparicion de
fenotipos morfologicos destacables y generar descendencia homocigota para el transgén
in vivo, a pesar que la tasa dedmiento es notoriamente menor al de plantas salvajes,
como lo demostramos en la seccion 5.3.2. Ademas, los granos de polen que no expresan
LePRK2 son insensibles a la presencia de MrX, lo que les imposibilitaria detectar esta
sefal proveniente del pistilo gen tubos polinicos salvajes promueve el crecimiento. Por
otro lado, hemos estudiado el comportamiatggolen de plantas K10X. En este caso,
ha sido imposible obtenergritas homocigotas debido a qaiellos granos de polen que
llevan el transgén, se hidratan pero no geam (datos no mostrados, trabajo realizado
por la Dra. Weihua Tang y colaboracion deloaule esta tesis). Este comportamiento
también ser ha observado en ensayos de germiniacidino, donde ni siquiera se pudo
rescatar el fenotipo incubando con MrX.

Las plantas K2AS y K10X podrian interfaese diferentes graduaciones de la
relacion LePRK1/LePRK2, siendo mayor ambas transgénicas con respecto a las
plantas salvajes. Es esperable encontramengor relacion LePRK1/LePRK2 en plantas
K10X, seguidas por las plantas K2AS, dependb de la eficiencidel transgén para
disminuir el ARNm enddgeno; y, por ultimoslglantas salvajes. Reinterpretando los
datos, podemos plantear la siguientpétesis: menores relaciones LePRK1/LePRK2
correlacionan con una tasa cecimiento mayor; a medidgue la relacion aumenta, la
tasa de crecimiento disminuye. De acuerdesta hipétesis, LePRK1 tendria un efecto
negativo sobre la germinacion, mientras gude LePRK2 seria un efecto positivo sobre
el crecimiento del tubo. Ambaafectos actuarian en sittneo, regulando finamente la
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germinaciéon y el normal crecimiento del tulpolinico. Esto explicaria por qué la
sobreexpresion de LePRK1 inhibe por cortpla germinacion del polen, la expresion
antisentido de LePRK2 disminuye la veltmil de crecimiento y, también, por qué en
plantas salvajes el aumento de LePRIKB ta germinacion resulta en un fenotipo que
requiere menores cantidades de MrX en funcién del tiempo.
Resumiendo, hemos demostrado que MrX es un promotor del crecimiento del

tubo polinico, siendo esta respteetotalmente dependiente ldepresencia de LePRK2.

MrX no actuaria como una fuente nutricioreiho como ligando del complejo LePRKs.

El aumento de la expresion de LePRK2 ltesia en una percepcion aumentada de MrX.
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6. Conclusiones finales y perspectivas
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6. Conclusiones finales y perspectivas

LePRK1 y LePRK2 son dos receptoresnaisa de polen de tomate que forman
parte de un complejo de alto peso molec(#d00 kDa) que se lokaa en la membrana
plasmatica del grano de polen maduro yeetubo polinico germinado. Este complejo
tendria la capacidad de percibir a MrX, w&ial peptidica proveniente del pistilo. La
union de este ligando a los dominios extraleees de los receptores conduciria a la
disociacion del complejo y la desfosforildeide LePRK2, resultando en la estimulacion
del crecimiento del tubo polinico.

Homologos de LePRK1 y LePRK2 haido encontrados en otras especies
vegetales como tabaco, papagpecies salvajes de tomdl®1]. La conservacion de
estos receptores en distintos organismos nos hizo suponer que también podria estar
conservada la presencia deXvisu ligando. Es por ello gueego de haberlo encontrado
en tomate, lo buscamos en tabaco. Swabhgtl, nos permitié desarrollar un protocolo de
purificacion exitoso, del cual logramos ebéer MrX en estado puro. Sin embargo, la
determinacién estructural ha sido imposiblerdalizar hasta el momento debido a la
resistencia que este compuesto presentu auptura a fragmentos peptidicos mas
pequefios de mas facil estudio por espectrome¢riaasa. En la bibliografia consultada
durante la realizacibn de esta teslemos encontrado numerosos ejemplos de
biomoléculas de naturaleza peptidica priosetes de diferentes organismos con
caracteristicas similares a MrX, como sésncia al calor, proteasas, tratamientos
hidroliticos varios, etc (verlda 6.1). Pero ninguna de estaoléculas presenta todas las
caracteristicas que MrX presenta al misienpo. S6lamente los ciclétidos, otro grupo
de compuestos también proveniente detplBnparece poseer practicamente las mismas
propiedades que MrX [151, 154, 155]. Sin ergbar diferencia ds ciclétidos, MrX
no interactta con resinas de fase reversargsistente a tratamientos hidroéliticos acidos.
A pesar de ello, en el futuro los métodds estudio utilizadogara realizar las
determinaciones estructurales de los péptiddicas se aplicaran a MrX, con el fin de
determinar la presencia de puentes disalfarintentar fragmentar la molécula (ver

seccion 4.4).
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Proteina Organismo Pesdolecular Resistente a Referencig

Bacterias y Arqueas

Endotoxina Bacterias - Tratamiento &cido (HCl/ac. acético), tripsina, [175]

quimiotripsina, pronasa

Lactococcina (bacteriocina) Lactococcus lactiMMFII ~4,1 kDa Calor [176]

Metabolitos antifiingicos Bacillus pumilus - Calor, tripsina, quimiotripsina, proteinasa K, pepsirja, [177]

(¢, péptido ciclico?) lisozima, carboxipeptidasa A

Proteina tipo apoA-1 Mycoplasma arthritidis ~28 kDa Calor, proteinasa K [178]

MTAP Sulfolobus solfataricus 26,5 kDa Calor, tripsina, DTT [179]

(Fosforilasa de Metil Adenosinad) (Arquea) (monémero)

Insectos y Mamiferos

Microfilina Boophilus microplus ~1,7 kDa Calor, proteinaga (parcialmente) [180]
(garrapata)

ApPS (aminopeptidasa sensible Blomo sapiens ~97 kDa Tripsina, quimiotripsina, proteasa V8 [181]

puromicina)

CsAct/Saponina B Sus domesticyserdo) ~9,%kDa Calor, Proteasas [152]

(Activador de sulfato de (glicosilado)

cerebrésido)

Mitégeno de células uterinas | Sus domesticus ~4,8 kDa Calor [182]

PrP“ (proteina priérscrapie Hamster Sirio 33-35 kDa Proteinasa K [183]

Plantas

Ciclétidos Plantas (Violaceae, Rubiaceag, 2-4 kDa Calor, tripsina, endoGlu-C, pepsina, termolisina, | [151, 155]
Cucurbitaceae) parcialmente a la hidrélisis acida

Fitosulfoquina Asparagus officinialis ~0,8 kDa Calor [115]
(esparrago)

Tabla 6.1: Ejemplos de proteinasesistentes a tratamientos drastios descritas en la literatura.
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En una serie de experimentos no makisaen esta tesis, hemos observado que
MrX se expresa desde el comienzo de Ferdiciacion de la flor y se encuentra en
mayores concentraciones en los tejidos prégimos al ovario, disminuyendo hacia el
estigma. En este escenario, podria exigtirmecanismo de retroalimentacion positiva
donde el aumento de expresion de LKPRcon la germinacion y las mayores
concentraciones de MrX en el estilo, resultarian en una percepcion aumentada de este
ligando en funcidn del tiempo. Por lo tanta,tasa de crecimiento del tubo polinico
aumentaria a medida que este crece p@s#lb. Esta posibilidad podria comprobarse
polinizando pistilos y midiendo la longitud del tupolinico a diferentes tiempos. Si la
hipotesis es correcta, la taga crecimiento de los tubp®linicos deberia aumentar con
el tiempo.

Existen estudios que demuestran quaque el crecimiento del tubo polinico
vitro puede alcanzar los valores vistos/ivo para el comienzo de la germinacién, nunca
crece tan rapido o tan largo como lo hace eejilo transmisor [99]. Esto implica que
existen una serie de requerimientos nutridesiaestructurales o fisioldgicos que estan
ausentes durante los ensayosvitro. El andlisis de los experimentos de germinacion
realizados en esta tesis concuerda cas ebservaciones. Aqui describimos que MrX
proveniente del pistilo modula etecimiento del tubo polinico a través de la actividad de
receptores quinasa de polen. En base atragobservaciones, hemos comprobado que
para la mayor concentracién de MrX ensayiadétro (5.10* Abs 280 nm [l de PGM),
logramos un aumento del ~40% de la lomgjitlel tubo polinico con respecto al control
para 3 horas de germinacion (figura 5.3iInAno hemos podido determinar cual es la
concentracion fisiolégica de MrX en las difetes zonas del pistilo, por lo que resulta
imposible definir cuél es el rango dencentraciones que el tubo polinico enfrenteivo.

Sin embargo, el efecto mediado por MrX mama no haber alcanzado la saturacion en
las condiciones ensayadas,doe indica que es probableteter efectos mayores. Esta
Gltima observacion pudo ser comprobada experimentalmente y los resultados son
evidentes a simple vista (figura 6.1). Memos podido validar este experimento del
mismo modo que lo hicimos en los realizagaosel capitulo 3 por razones técnicas: los
tubos polinicos luego del tratamiento sonsni@rgos que el didmetro del campo del

microscopio. La comparacion de los didmetros dellestersde polen sin tratar o tratado
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con 5 veces la primera concentracion gueduce cambios significativos a 3 horas de
germinacién (1,5.16 Abs 280 nm /ul de PGM), mostré6 un aumento de ~70% con
respecto al polen control. esresultado indica que no kan alcanzado concentraciones
inhibitorias de MrX y que es posible aumertatasa de crecimiento del tubo polinico en
ensayos de germinacidn vitro. La determinacion de la tasa de crecimiento y la
concentracion de Mrih vivo nos permitira saber si la utilizacion de este ligando puro en
ensayosin vitro en la concentracion observada planta produce el mismo efecto
estimulatorio. Es decir, si es necesario algtio agregado ademas de MrX para alcanzar

la tasa de crecimientno vivo.

Figura 6.1: Ensayo de 3 horas de germation de polen salvaje de tomate sin
(izquierda) o con MrX (derecha, 1,5.18 Abs 280 nm /ul de PGM).

Nuestrasobservacionesos permiten afirmar que la &sulacion del crecimiento
del tubo polinico por MrX es el resultado ldeactivacion del complejo de LePRKs, y no
debido a un efecto nutricionahl menos dos resultadosdependientes avalan esto. En
primer lugar, la incubacién de muestras microsomales de polen con MrX resultan en la
desfosforilacién especifica de LePRKihdicando que este ligando induce una
modificacion bioquimica en proteinas del polém segundo lugar, el polen de plantas
K2AS es insensible a MrX ya que el crecimiento de los tubos polinicos no se ve
estimulado, indicando que el efecto de Mequiere de la presencia de LePRK2.

Los resultados de los ensayos de geausion en presencia de MrX sugieren que
la sensibilidad por este ligando aumentdugrcion del tiempo. Sabemos que la expresion
de LePRK2 también aumenta, sugiriendo quedgor sensibilidad se debe a la presencia

de mas receptores en la membrana. Porpatriz, sabemos que la expresion de LePRK1
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se mantiene constante. Este comporamo plantea algunos interrogantes cuyas
respuestas son fundamentales para la comjinre de este sistema de transduccion. Los
datos que hemos obtenido nos indican queRK2 es fundamental para promover la
estimulacién del crecimiento por MrX. Sambargo, no contamos con la informacion que
nos indique si existe una interaccion dieetePRK2-MrX o si la interaccion es con
LePRK1 y LePRK2 es la encargada de transmitir esta sefial al citoplasma. Deberemos
contar con MrX puro y mard® (con un fluoréforo o radiacawnente) para determinar

los sitios de unién a membrana de polen geaido por diferentes tiempos. También sera
necesario contar con algun sistema de esipn heterdloga, como levaduras, para
determinar si el pegado de MrX requiergtasencia de ambas LePRKs. Por otra parte,

la expresion diferencial de los receptores y su asociacion a un complejo de alto peso
molecular en ausencia de MrX, sugiergne es probable quexistan diferentes
complejos con diferentes integrantes, onbidonde la estequiomét de las proteinas
dentro del complejo sea diferte. Esta familia de comptes podria tener una diferente
afinidad por el ligando o por nuevos compomsntitoplasmaticos, resultando en una red

de complejos y cascadas transduccionaletintdis, todos afectando el crecimiento del
tubo polinico. En el marco de esta hip@esiebemos mencionar que a pesar que la
expresion de LePRK2 aumenta en famcidel tiempo de germinacion, ensayos de
fosforilaciébn con muestras de polen gerrdimgor diferentes tiempos no parece mostrar
una mayor cantidad de LePRK2 marcadaultados no mostradosksto sugiere que

sb6lo una pequefia poblacibn de LePRK24aesapacitada para ser fosforilada. La
poblacién de LePRK2 “capacitada” podria tener alguna relacion con la cantidad de
LePRK1 asociada a ella. Esta hipotesis posktaestudiada aumentando la expresiéon de
LePRK1 y verificando el estado de fosfacion de LePRK2. Lamentablemente, la
generacion de plantas K10OX resultd en polen imposibilitado de germinar, por lo que se
deberan idear estrategias aittivas para la modulaci@e la expresion de LePRK1.

Es intrigante como LePRK1, un receptor sin actividad autofosforiiantgro o
guinasa sobre otras proteinas, puede sefutedamental para la regulacion del proceso
de germinacién. Se ha descrito la presedeiaumerosas proteinas receptoras quinasas
atipicas sin actividad fosforilante. Algunas eli&as son fosforiladas por otras proteinas
cuando estas unen el ligando y se activantanteando con los efects intracelulares.
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También pueden actuar como andamiaje para la formacién de complejos multiproteicos
[184]. Esta ultima informacion plantea unaipdglad muy interesante: LePRK1 podria
actuar a través de otras proteinas moduldadisiologia del tubo polinico. En ensayos
de fosforilaciénin vitro, nunca hemos logrado fosforilar a LePRK1. Sin embargo, esto
podria ser el resultado de no haber enconti@loondiciones paraguucir esta reaccion.
Estan por ser determinadas cuantas soistdermas de LePRK1 en polen germinado,
indicando si la fogfrilacion de LePRK1n vivoforma parte de la traduccion de lgefial.

De acuerdo a nuestro modelo, la actididkel complejo de.ePRKs ocurriria a
través de KPP, una proteina perteneciemtefamilia de ROPGEFs de plantas, regulando
la actividad de ROP en ellio polinico (figura 6.2). Hemakemostrado que esta proteina
interactdain vivo con LePRK2 y con ambas LePRKs en ensayastro. A pesar de no
poseer ningun dominio de anclaje a membhrakKPP se encuentra en la membrana
plasmatica, colocalizando con el complejd_ d®RKs. Por otra parte, KPP se encontraria
fosforilada, ya que detectamos diferentegasmas en geles bidimensionales [52]. Este
ultimo dato concuerda con la prediccion de sitios realizado a través de diferentes
algoritmos computacionales. Hasta elmemto no hemos podido fosforilar a KPP en
ensayosn vitro y desconocemos si esta fosforilac@murre a través deePRK2. Por lo
tanto, no hemos podido determinar si KPRj@en transduce la sefal del complejo rio
abajo. El estudio del patron de fosforilacide KPP en plantas K2AS y K20X (aun no
generadas) sera fundamental para deternmsna@s o0 no sustrato de fosforilacion de
LePRK2in vivo. Por otro lado, hemos observado que KPP forma parte del complejo de
LePRKs (resultados no publicados; colaboracion con la Dra. Antje Berken, Instituto Max
Planck de Fisiologia Molecular, Dortmund, Alania), junto con la proteina homdloga a
ROP en tomate [78]. Este resultado en canjuwon el reciente trabajo publicado por el
laboratorio de la Dra. Sheila McCormick indicarian que nuestra hipotesis es correcta. En
este trabajo, analizando AtRopGEF12 y AR, homdlogas a KPP y LePRK2 en polen
de Arabidopsis, se demostr6 que la dodhcion de una serina en el dominio
carboxiterminal de AtRopGEF12peraria a ésta de lahibicion producida por este
dominio, promoviendo el crecimiento isotrépidel tubo polinico. También se demostro
gue la interaccion entrdAtRopGEF12 y AtPRK2a ocurrea través del dominio
carboxiterminal de AtRopGEF12, y que eBiteraccion es menor cuando AtPRK2 se
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Figura 6.2: Modelo molecular del complgp de LePRKs en polen de tomate.
LePRK1 y LePRK2 se encuentran formando un complejo de alto peso molecular con
otras proteinas, entre ellas KPP (ROPGERrobablemente, ROP de tomate. Aqui,
LePRK1 inhibe la estimulacién del crecimie por parte de LePRK2. En presencia de
MrX, LePRK2 se desfosforila y KPP sactiva por fosforilacion, permitiendo la
interacciéon directa con ROP. Esta intmian promueve el intercambio de GDP por
GTP en ROP. Luego de la disociacidel complejo de LePRKs, ROP activada
promoveria la actividad de susefores rio abajo, afectando fay el citoesqueleto

de actina, promoviendo el crecimiento del tubo polinico.

encuentra mutada en una lisina indispensable para la actiyudleasa (K366R) [185].
De ser el sistema de Arabidopsis similadaltomate, entonces el complejo de LePRKs
seria el eslabén fundamental para la regdedel crecimiento del tubo polinico por
sefiales extracelulares en polen de tomAtlemas, este sistema regulatorio estaria

presente en otras especies como Arabiddp8is], y probablemente también en aquellas
donde se han descrito proteinas hamgas a LePRK1 y LePRK2 [101].
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La proteina ROP es @iterruptor molecular del ecimiento apical [169, 186].
Esta proteina regula a través de sus efeclargslimerizacion del citoesqueleto de actina
y [C&i. En nuestro modelo, donde la presande MrX activa a KPP a través del
complejo de LePRKs, ROP es uno de tmsnponentes centralede la cascada de
transduccion de la sefiallA no hemos determinado cual de las rutas reguladas por ROP
es la afectada por MrX. Deberemos determerael futuro si la presencia de MrX esta
asociada directamente a una mayor proliiéraclel citoesqueleto o a la activacion de
proteinas asociadas a él, o bierexéste una modificacion en las [€ Sobre la base de
esta hipotesis, es de gran importanciastlidio de la actividad de KPP y ROP mediada
por el complejo de LePRKs en respuesta présencia de MrX. Como se mencioné mas
arriba, no hemos logrado alcanzar el efentiximo de estimulacion de la germinacion
por MrX. Sin embargo, seria esperable llegar glateaude estimulacion y no a la
induccion del crecimiento isotrépico erongliciones salvajes dexpresion de los
receptores quinasa. La sobreexpresionLdBRK1 o LeRPK2 vy, por consiguiente la
localizacion errénea de los smos, resulta en la deforni@c del apice del tubo. De
acuerdo a nuestra hipétesis, la presencia de MrX en el contexto de una localizaciéon
errénea de los receptores, deberia resdtamun fenotipo ain mas aberrante que el
obtenido en ausencia de MrX. También sarigy interesante analizéors efectos de MrX
sobre polen sobreexpresante de KPP 0 sus versiones constitutivamente activadas
(ausencia del dominio carboxiteimal o version mutante de-&D) y constitutivamente
desactivadas (version-8A). Ningun efecto deberia ser observado cuando KPP pierda la
regulacion por fosforilacion.

Para comprender el funcionamiento dee esstema de transduccion de sefales,
sera necesario profundizar la investigaciotallkda de cada unde las proteinas que
sabemos estan involucradas. En principidyedemos identificar cuales son los sitios
fosforilados in vivo en LePRK2, KPP vy, quizds, drePRK1. La identificacion y
modificacibn de estos residuos nos pérén estudiar bioquimicamente el
funcionamiento del complejo. En segundastamcia, deberemos investigar si la
percepcion de la sefial esta asociada ainvzginacion del receptor o desensibilizacion
del sistema, tal como ocurre en otros sistef®1]. Para llevar a cabo experimentos que
apunten a la resolucién de estos interrogamevital contar con MrX puro y marcado.
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Por otro lado, la utilizaciéde versiones mutadas de LePRK1, LePRK2 o KPP asociadas
a eGFP que emulen el estado constitutivameastivado o desactivado, y su expresion
transitoria, nos permitiran asociar ladedentes modificaciones a la localizacion y
funcionamiento del complejo multiproteigovivo.

La localizacion de MrX en el estigma y estilo aiin no ha sido determinada, pero
seria esperable que este ligando sea prodyomt las células secretorias del tejido
transmisor del estilo y estigma, que esdaa por donde crecetebo polinico. Dado que
MrX es un péptido apoplastico, no seria extrqiie se encuentre glisilada, justificando
el comportamiento de esta molécula endisrentes pasos cromatograficos realizados.
Sin embargo, de acuerdo a los resultados vhdes en esta tesis, estas modificaciones
no serian absolutamente necesarias para la funcion de MrX, ya que tratamientos drasticos
gue resultarian en la hidrodlisis de las eraab glicosidicas no tienen efecto sobre la
actividad.

Siguiendo la hipotesis que MrX se loealien el tracto transmisor del estigma y
estilo, y no en otros tejidos mkeo del pistilo, el crecimign del tubo polinico se veria
estimulado cuando éste crece en los tejglas producen el ligando e inhibido fuera de
este tejido. Como el crecinmt® del tubo polinico ocurre malmente, esta estimulacion
resultaria en fusion de nuevas vesiculataerona expuesta a MrX. En este sentido, el
crecimiento del tubo polinicestaria siempre restringido al tracto transmisor y no fuera
de él. Por otro lado, la presea de MrX rodeando el apiceldabo polinicoresultaria en
la estimulacion del crecimiento rectilineo dddduEsta hipétesis implica que el complejo
de LePRKs activo debe localizarse apicalteepara transducir la sefial y que la
aplicacion direccionada de Mrresulta en una reorientéci del crecimiento. Se ha
observado en ensayos de expnesransitoria de LePRK2 ggranos de polen de tabaco,
gue el tubo polinico desarrolla un épice glabfesultados no publicados de las doctoras
Weihua Tang y Yan Zhang, bajo la dirgstide la doctora Sheila McCormick, PGEC-
USDA-UC Berkeley, Estados Unidos dBorteamérica). Esto indicaria que la
localizacion de LePRK2 es apical y que sbreexpresion resulta ema expansion de la
zona donde este receptor estd presentduprendo el crecimiento isodiamétrico del
apice. Por otro lado, en esésis hemos demostrado que lagencia de MrX en el medio

de cultivo en ensayads vitro seguiria el comportamientsperado: la estimulacién del
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crecimiento longitudinal del tubo. Para verdr la segunda implicancia relacionada a la
reorientacion del crecimiento, sera neceskxiaplicacion de MrX de forma puntual y
estudiar si se produce una modificacion en la direccion de crecimiento.

El hecho de haber purificado MrX a pade estigmas y estilos de tabaco, y que
éste conserve la actividad en el complejovpniente de tomate ndsinda dos indicios
importantes. El primero sugiere que este mismmplejo estaria conservado al menos en
dos especies de Solanaceas. La profundizatébrestudio de estas proteinas en otras
especies indicaria si el mecanismo de regulacién del crecimiento es general o se restringe
sblo a este grupo de plantas. En principio, la identificacion de homdlogas a LePRK2 en
especies como Arabidopsis 0 maiz [10%lgiere que éste seria un mecanismo
conservado en Angiospermas. El segundociodisugiere que éste mecanismo no esta
relacionado al rechazo interespecificd gelen. Por lo tanto, una nueva linea de
investigacion podria selesarrollada con el fin de determircuales son los factores que
impiden que los granos de polen de una@spgerminen y desatdien un tubo polinico
sobre estigmas y estilos d&a especie relacionada.

El aislamiento de MrX presenta laténesante posibilidad del hallazgo de una
nueva familia de moléculas sefializadoras. La obtencion de la estructura molecular, la
secuencia aminoacidica y la deduccion de la nucleotidica permitiran aislar el gen que
codifica para MrX, mediante ebstreo de bibliotecas d&DNc de pistilo de tomate y
tabaco. De esta forma, y luego del aislanuiate proteinas homologa&n otras especies,
podremos determinar si existe una estructudbbminios conservados. Esta informacion
nos dara las herramientas para la busquitgroteinas tipo MrXen otras familias
taxbnomicas de plantas. Por otro lado, pod®ranalizar si estas proteinas estan
involucradas en caminos diferentes a lokadienados a la intecaion polen-pistilo,

estableciendo una nueva estrategiaeral de las plantas para Engduccion de sefiales.

136



7. Referencias

137



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Referencias

Mouradov, A., F. Cremer, and G. Couplar@dontrol of flowering time:
interacting pathways aa basis for diversityPlant Cell, 200214 Suppt p. S111-
30.

Boavida, L.C., J.D. Becker, and J.A. Feijthe making of gametes in higher
plants.Int J Dev Biol, 200549(5-6): p. 595-614.

Boavida, L.C., et al.Gametophyte interaction ansexual reproduction: how
plants make a zygotit J Dev Biol, 200549(5-6): p. 615-32.

Angenent, G.C. and L. Colombdplecular control of ovule developmeiitends

in Plant Science, 1996(7): p. 228-232.

SchneitzK., The molecular and genetic control of ovule developn@mt: Opin
Plant Biol, 19992(1): p. 13-7.

Goldberg, R.B., T.P. Beals, and P.M. Sandéumsther development: basic
principles and pratical applications.Plant Cell, 19935(10): p. 1217-29.
McCormick, S., Male Gametophyte Developmerilant Cell, 19935(10): p.
1265-1275.

McCormick,S., Control of male gametophyte developmétant Cell, 200416
Suppl: p. S142-53.

Cheung, A.Y. and H.M. Wistructural and functionatompartmentalization in
pollen tubesJ Exp Bot, 2006.

Parton, R.M., et alRollen tubes exhibit regular pedic membrane trafficking
events in the absence of apical extensioGell Sci, 2003L16Pt 13): p. 2707-19.
Parton, R.M., et alDynamics of the apical vesicle accumulation and the rate of
growth are related inindividual pollen tubesJ Cell Sci, 2001114(Pt 14): p.
2685-95.

Campanoni, P. and M.R. Blailembrane trafficking and polar growth in root
hairs and pollen tubegl. Exp Bot, 2006.

Lovy-Wheeler, A., et al. Differential organelle movement on the actin
cytoskeleton in lily pollen tube€ell Motil Cytoskeleton, 20084(3): p. 217-32.
Cardenas, L., et alActin polymerization promotes the reversal of streaming in
the apex of pollen tube€ell Motil Cytoskeleton, 200%1(2): p. 112-27.
Lovy-Wheeler, A., et alQscillatory increases in allkiaity anticipate growth and
may regulate actin dynamids pollen tubes of lilyPlant Cell, 200618(9): p.
2182-93.

Lovy-Wheeler, A., et alEnhanced fixation reveals thapical cortical fringe of
actin filaments as a consistent feature of the pollen tBlanta, 2005221(1): p.
95-104.

Chen, T., et alDisruption of actin filaments by latrunculin B affects cell wall
construction in Picea meyeri pollen tubg disturbing vesicle trafficking?lant
Cell Physiol, 200748(1): p. 19-30.

Ren, H. and Y. XiangThe function of actin-binding proteins in pollen tube
growth. Protoplasma, 200230(3-4): p. 171-82.

138



19.

20.

21.

22.

23.
24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Lisboa, S., G.E. Scherer, and H. Quadecalized endocytosis tobacco pollen
tubes: visualisation anddynamics of membrane treval by a fluorescent
phospholipid Plant Cell Rep, 2007.

Hormanseder, K., G. Obermeyer, and |. Foisddisturbance of endomembrane
trafficking by brefeldin A and calyculiA reorganizes the actin cytoskeleton of
Lilium longiflorum pollen tuberotoplasma, 2002271): p. 25-36.

Bushart, T.J. and S.J. Rowonserved Features of Germination and Polarized
Cell Growth: A Few Insights from a Pollen-Fern Spore Comparigom Bot
(Lond), 2006.

Holdaway-Clarke, T.L. and P.K. Hepl&€ontrol of pollen tube growth: role of
ion gradients and fluxe2003. p. 539-563.

Krichevsky, A., et alHow pollen tubes growDev Biol, 2007.3032): p. 405-20.
Malho, R., et al.Signalling pathways in pollen germination and tube growth.
Protoplasma, 200@281-3): p. 21-30.

Cheung, A.Y. and H.M. Wi@Qverexpression of an Arabigsis formin stimulates
supernumerary actin cable formatidrom pollen tube cell membrarielant Cell,
2004.16(1): p. 257-69.

Hwang, J.U., et alQscillatory ROP GTPase awtation leads the oscillatory
polarized growth of pollen tubellol Biol Cell, 2005.16(11): p. 5385-99.

Fu, Y., G. Wu, and Z. Yangop GTPase-dependent dymas of tip-localized F-
actin controls tip growth in pollen tube$ Cell Biol, 20011525): p. 1019-32.
Frietsch, S., et alp cyclic nucleotide-gated channislessential for polarized tip
growth of pollenProc Natl Acad Sci U S A, 200Z04(36): p. 14531-6.

Qu, H.Y., et al.ldentification of hyperpolarization-activated calcium channels in
apical pollen tubes of Pyrus pyrifolilew Phytol, 2007174(3): p. 524-36.

Shang, Z.L., et al.,Ca2+ influx into lily pollen grains through a
hyperpolarization-activated Ca2+-permele channel which can be regulated by
extracellular CaM.Plant Cell Physiol, 200%8.6(4): p. 598-608.

Schiott, M., et alA plant plasma membrane Cazump is required for normal
pollen tube growth and fertilizatioffroc Natl Acad Sci U S A, 200401(25): p.
9502-7.

Feijo, J.A., et alGrowing pollen tubes possess a constitutive alkaline band in the
clear zone and a growdtiependent acidic tipl Cell Biol, 1999144(3): p. 483-96.
Monteiro, D., et alPhosphoinositides and phosphatidicid regulate pollen tube
growth and reorientation through adulation of [Ca2+]c and membrane
secretion.J Exp Bot, 200556(416): p. 1665-74.

Camacho, L. and R. Malhd;zndo/exocytosis in theollen tube apex is
differentially regulated by Ca2+ and GTPasdsExp Bot, 200354(380): p. 83-
92.

Rato, C., et alCalmodulin activity and cAMP signalling modulate growth and
apical secretion in pollen tubeBlant J, 200438(6): p. 887-97.

Mouline, K., et al.Pollen tube development and competitive ability are impaired
by disruption of a Shaker K(+) channel in Arabidop$&nes Dev, 2002.6(3):

p. 339-50.

139



37.

38.

39.

40.

41].

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Zonia, L., et al.Oscillatory chloride efflux at # pollen tube apex has a role in
growth and cell volume regulatiorand is targeted by inositol 3,4,5,6-
tetrakisphosphateR?lant Cell, 200214(9): p. 2233-49.

Monteiro, D., et al.Modulation of endocytosis irpollen tube growth by
phosphoinositides and phospholipi@®sotoplasma, 2002261-2): p. 31-8.

Pan, Y.Y., et alCharacterization of phosphatitiyositol-specifc phospholipase
C (PI-PLC) from Lilium daviddi pollerRlant Cell Physiol, 200%.6(10): p. 1657-
65.

Moutinho, A., et alGAMP acts as a second messenger in pollen tube growth and
reorientation.Proc Natl Acad Sci U S A, 20028(18): p. 10481-6.

Vernoud, V., et alAnalysis of the small GTPagene superfamily of Arabidopsis.
Plant Physiol, 2003L31(3): p. 1191-208.

Hepler, P.K., L. Vidali, and A.Y. Cheungplarized cell growthn higher plants.
Annu Rev Cell Dev Biol, 2001L7: p. 159-87.

de Graaf, B.H., et alRab1ll GTPase-regulated merabe trafficking is crucial
for tip-focused pollen tae growth in tobaccd?lant Cell, 200517(9): p. 2564-79.
Yang,Z., Small GTPases: versatile signaling switches in plaRiant Cell, 2002.
14 Suppl p. S375-88.

Li, H., et al.,Control of pollen tube tip groth by a Rop GTPase-dependent
pathway that leads to tip-localized calcium inflBant Cell, 199911(9): p.
1731-42.

Kost, B., et al.Rac homologues and compartméizied phosphatidylinositol 4,
5-bisphosphate act in a sonon pathway to regulagolar pollen tube growth]
Cell Biol, 1999.1452): p. 317-30.

Lin, Y., et al.Localization of a Rho GTPase Ifgs a Role in Tip Growth and
Movement of the Generative Cell in Pollen Tultdant Cell, 19968(2): p. 293-
303.

Chen, C.Y., et alThe regulation of actin orgamation by actin-depolymerizing
factor in elongating pollen tubeBlant Cell, 200214(9): p. 2175-90.

Wu, G., et al.A genome-wide analysis of Ardbpsis Rop-interactive CRIB
motif-containing proteins that act as Rop GTPase targBtant Cell, 2001.
13(12): p. 2841-56.

Gu, Y., et al.A Rho family GTPase controls actin dynamics and tip growth via
two counteracting downstream pathways in pollen tub&ell Biol, 20051691):

p. 127-38.

Gu, Y., et al.Members of a novel class ofakidopsis Rho guanine nucleotide
exchange factors control Rho GTPase-dependent polar gré&®dht Cell, 2006.
18(2): p. 366-81.

Kaothien, P., et alKinase partner protein interacts with the LePRK1 and
LePRK2 receptor kinases and plays a rolg@olarized pollen tube growti®lant J,
2005.42(4): p. 492-503.

Wu, G., H. Li, and Z. YandArabidopsis RopGAPs are a novel family of rho
GTPase-activating proteins that regeithe Cdc42/Rac-interactive binding motif
for rop-specific GTPase stimulatioRlant Physiol, 200QL.24(4): p. 1625-36.
Klahre, U. and B. Kosf,obacco RhoGTPase AGIATING PROTEIN1 Spatially
Restricts Signaling of RAC/Rop to the Apex of Pollen T@086. p. 3033-3046.

140



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Klahre, U., et alNt-RhoGDI2 regulates Rac/Rgmnaling and polar cell growth

in tobacco pollen tube®lant J, 200646(6): p. 1018-31.

Morillo, S.A. and F.E. TaxFunctional analysis of eceptor-like kinases in
monocots and dicot€urr Opin Plant Biol, 200&(5): p. 460-9.

Clark, S.E., R.W. Williams, and E.M. Meyerowith)e CLAVATA1 gene encodes
a putative receptor kinase that controls shoot and floral meristem size in
ArabidopsisCell, 1997894): p. 575-85.

Jeong, S., A.E. Trotochaud, and S.E. Clatle Arabidopsis CLAVATA2 Gene
Encodes a Receptor-like Protein Reqdiror the Stability of the CLAVATAL
Receptor-like Kinasel999. p. 1925-1934.

Sharma, V.K., J. Ramirez, and J.C. Fletclibe Arabidopsis CLV3-like (CLE)
genes are expressed in diverse tissues and encode secreted pRitgihdvol
Biol, 2003.51(3): p. 415-25.

Johnson, K.L. and G.C. Ingra®ending the right signals: regulating receptor
kinase activityCurr Opin Plant Biol, 2009(6): p. 648-56.

Trotochaud, A.E., et al.The CLAVATALl receptdike kinase requires
CLAVATABS for its assembly into a signaling complex that includes KAPP and a
Rho-related proteinPlant Cell, 199911(3): p. 393-406.

Haubrick, L.L. and S.M. AssmanByassinosteroids anglant function: some
clues, more puzzleBlant Cell Environ, 200&9(3): p. 446-57.

Li, J. and J. ChoryA putative leucine-rich repeat receptor kinase involved in
brassinosteroid signal transductio@ell, 1997 90(5): p. 929-38.

Clouse, S.D., M. Langford, and T.C. McMorrs, brassinosteroid-insensitive
mutant in Arabidopsis thaliana exfiid multiple defects in growth and
developmentPlant Physiol, 1996.11(3): p. 671-8.

Kinoshita, T., et alBinding of brassinosteroids tine extracellular domain of
plant receptor kinase BRINature, 20054337022): p. 167-71.

Li, J., et al. BAK1, an Arabidopsis LRR receptidte protein kinase, interacts
with BRI1 and modulates brassinosteroid signali@gll, 2002.110(2): p. 213-22.
Nam, K.H. and J. Li,BRI1/BAK1, a receptor kinase pair mediating
brassinosteroid signalingCell, 2002.110(2): p. 203-12.

Wang, X., et al.Autoregulation and homodimerizan are involved in the
activation of the plant steroid receptor BROev Cell, 20058(6): p. 855-65.
Montoya, T., et al.Cloning the tomato curl3 geneighlights the putative dual
role of the leucine-rich repeat redep kinase tBRI1/SR160 in plant steroid
hormone and peptide hormone signaliRtant Cell, 200214(12): p. 3163-76.
Narvaez-Vasquez, J. and C.A. Ryan, The systemin precursor gene regulates
both defensive and developmergahes in Solanum tuberosuRroc Natl Acad
SciU S A, 200299(24): p. 15818-21.

Scheer, J.M. and C.A. Ryan, Jihe systemin receptor SR160 from Lycopersicon
peruvianum is a member ofeth RR receptor kinase familgroc Natl Acad Sci U

S A, 200299(14): p. 9585-90.

Wang, Z.Y., et al.Nuclear-localized BZR1 mexes brassinosteroid-induced
growth and feedback suppressiorbodissinosteroid biosynthesiBev Cell, 2002.
2(4): p. 505-13.

141



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Yin, Y., et al. BES1 accumulates in the nucleus in response to brassinosteroids to
regulate gene expression and promote stem elongafiefi, 2002.1092): p.
181-91.

Li, J., Brassinosteroid signaling: from receptor kinases to transcription factors.
Curr Opin Plant Biol, 2008B(5): p. 526-31.

Wang, Z.Y., et al.The brassinosteroid signatansduction pathwayCell Res,
2006.16(5): p. 427-34.

Belkhadir, Y., X.Wang, and J. ChoryBrassinosteroid signaling pathwagaci
STKE, 20062006364): p. cm4.

Muschietti, J., Y. Eyal, and S. McCormi&gllen tube localization implies a role
in pollen-pistil interactions for the toato receptor-like protein kinases LePRK1
and LePRK2Plant Cell, 199810(3): p. 319-30.

Wengier, D., et alThe receptor kinases LePRK1 and LePRK2 associate in pollen
and when expressed in yeast, but dissedatthe presencef style extractProc
Natl Acad Sci U S A, 2003.00(11): p. 6860-5.

Tang, W., et alA cysteine-rich extracellular protein, LAT52, interacts with the
extracellular domain of the pollen receptor kinase LePRR2nt Cell, 2002.
14(9): p. 2277-87.

Muschietti, J., et alLAT52 protein is essential for tomato pollen development:
pollen expressing antisense LAT52 RiNArates and germinates abnormally and
cannot achieve fertilizatiorRlant J, 19946(3): p. 321-38.

Tang, W., et al.LeSTIG1, an extracellular binding partner for the pollen
receptor kinases LePRK1 and LePRK2, promotes pollen tube growth in vitro.
Plant J, 200439(3): p. 343-53.

Guyon, V.N., et al.lsolation and characterizatiomf cDNAs expressed in the
early stages of flavonol-inducaabllen germinatn in petunia.Plant Physiol,
2000.1232): p. 699-710.

Goldman, M.H., R.B. Gdberg, and C. Mariankemale sterile tobacco plants
are produced by stigma-specific cell ablati@mbo J, 199413(13): p. 2976-84.
Berken, A., C. Thomas, and A. Wittinghofarnew family of RhoGEFs activates
the Rop molecular switch in plantdature, 2005436(7054): p. 1176-80.

Shiu, S.H. and A.B. Bleeckd?)ant receptor-like kinase gene family: diversity,
function, and signalingSci STKE, 20012001(113): p. RE22.

Gomez-GomeaZ,., Z. Bauer, and T. BollerBoth the extracellular leucine-rich
repeat domain and the kinase activity ofLESare required for flagellin binding
and signaling in Arabidopsiflant Cell, 200113(5): p. 1155-63.

Matsubayashi, Y., et alAn LRR receptor kinase involved in perception of a
peptide plant hormone, phytosulfokigzience, 2002965572): p. 1470-2.
Tichtinsky, G., et al.Making inroads into plantreceptor kinase signalling
pathwaysTrends Plant Sci, 2008(5): p. 231-7.

Trotochaud, A.E., S. Jeong, and S.E. CIGIkAVATA3, a multimeric ligand for
the CLAVATAL receptor-kinasgcience, 200@895479): p. 613-7.

Tanaka, H., et alACR4, a putative receptor kinagene of Arabidopsis thaliana,
that is expressed in theuter cell layers of embryasnd plants, is involved in
proper embryogenesiPlant Cell Physiol, 2002.3(4): p. 419-28.

142



91.

92.

93.

94.
95.
96.
97.
98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Russinova, E., et alHeterodimerization and endgiosis of Arabidopsis
brassinosteroid receptors BRI1 and AtSERK3 (BARIGnt Cell, 200416(12): p.
3216-29.

Wang, X., et alldentification and functinal analysis of in vivo phosphorylation
sites of the Arabidopsis BRASSINOSTHRONSENSITIVEL receptor kinase.
Plant Cell, 200517(6): p. 1685-703.

Holton, N., et al.Tomato BRASSINOSTEROID INSENSITIVEL is required for
systemin-induced root elon@n in Solanum pimpinellifalim but is not essential
for wound signalingPlant Cell, 200719(5): p. 1709-17.

Chinchilla, D., et alA flagellin-induced complex of the receptor FLS2 and BAK1
initiates plant defencéNature, 20074487152): p. 497-500.

Heese, A., et all,he receptor-like kinase SERK3/BAK1 is a central regulator of
innate immunity in plant®2roc Natl Acad Sci U S A, 200704(29): p. 12217-22.
Takayama, S. and A. Isog8klf-incompatibility in plantsAnnu Rev Plant Biol,
2005.56: p. 467-89.

Coligan, J.E., et alGurrent Protocols in Protein SciencE996.

Foreman, P.K. and R.W. Davi§Joning vectors for the synthesis of epitope-
tagged, truncated and chimeric proteins in Saccharomyces cerevizae, 1994.
144(1): p. 63-8.

Lord,E.M., Adhesion and guidance in compatible pollinatidnExp Bot, 2003.
54(380): p. 47-54.

Higashiyama, T., H. Kuroiwa, and T. Kuroiwgllen-tube guidance: beacons
from the female gametophyt@urr Opin Plant Biol, 200%(1): p. 36-41.

Kim, H.U., et al.New pollen-specific receptor kinases identified in tomato, maize
and Arabidopsis: the tomato kinases shawerlapping but distinct localization
patterns on pollen tubeRlant Mol Biol, 200250(1): p. 1-16.

Matsubayashi, Y. and Y. SakagaReptide hormones in plant&nnu. Rev. Plant
Biol., 2006.57(1): p. 649-674.

Lopez-Bucio, J., et alNovel signals for plant developme@urrent Opinion in
Plant Biology, 20069(5): p. 523-529.

Mouchel, C.F. and O. Leysdxovel phytohormones involved in long-range
signaling.Curr Opin Plant Biol, 20071.0(5): p. 473-6.

Hara, K., et alThe secretory peptide gene EPé&iiforces the stomatal one-cell-
spacing rule Genes Dev, 20021(14): p. 1720-5.

Pearce, G., et alA Polypeptide from Tomato Leaves Induces Wound-Inducible
Proteinase Inhibitor Proteinsl991. p. 895-897.

McGurl, B., et al.Structure, expression, and antisense inhibition of the systemin
precursor geneScience, 1992555051): p. 1570-3.

Narvaez-Vasquez, J. and C.A. Ryahe cellular localization of prosystemin: a
functional role for phloem parehyma in systemic wound signalifjanta, 2004.
2183): p. 360-9.

Pearce, G., et alRroduction of multiple plant hormones from a single
polyprotein precursorNature, 2001411(6839): p. 817-20.

Pearce, G. and C.A. Ry&ystemic signaling in tomapants for defense against
herbivores. Isolation and characteriman of three novel defense-signaling

143



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

glycopeptide hormones codéa a single precursor genel Biol Chem, 2003.
27832): p. 30044-50.

Pearce, G., et aRALF, a 5-kDa ubiquitous polypede in plants, arrests root
growth and developmerRroc Natl Acad Sci U S A, 20028(22): p. 12843-7.
Germain, H., et alCharacterization of five RALlike genes from Solanum
chacoense provides support for a developmental role in pl&ignta, 2005.
220(3): p. 447-54.

Olsen, A.N., J. Mundy, and K. Skrivexeptomics, identification of novel cationic
Arabidopsis peptides with conserved sequence mioti&lico Biol, 20022(4): p.
441-51.

Scheer, J.M., G. Pearce, and C.A. Ry@RALF, a plant pdje that regulates
root growth and development, specifically binds to 25 and 120 kDa cell surface
membrane proteins afycopersicon peruvianurRlanta, 2005221(5): p. 667-74.
Matsubayashi, Y. and Y. SakagaRtytosulfokine, sulfated peptides that induce
the proliferation of single mesophygells of Asparagus officinalis LProc Natl
Acad Sci U S A, 199@3(15): p. 7623-7.

Takayama, S., et dDjrect ligand-receptor complex interaction controls Brassica
self-incompatibility Nature, 20014136855): p. 534-8.

Mishima, M., et al.Structure of the male detemnaint factor for Brassica self-
incompatibility.J Biol Chem, 2003278§38): p. 36389-95.

Vanoosthuyse, V., et alTwo large Arabidopsis thaliana gene families are
homologous to the Brassica gene supeiffatimat encodes pollen coat proteins
and the male component of the self-incompatibility respoRkat Mol Biol,
2001.46(1): p. 17-34.

Fletcher, J.C., et abjgnaling of cell fate decsns by CLAVATAS in Arabidopsis
shoot meristemsScience, 1992835409): p. 1911-4.

Kondo, T., et alA plant peptide encoded by CLV3 identified by in situ MALDI-
TOF MS analysisScience, 200683135788): p. 845-8.

Ito, Y., et al.,Dodeca-CLE peptides as suppsors of plant stem cell
differentiation.Science, 200683135788): p. 842-5.

Ogawa, M., et alArabidopsis CLV3 peptide directly binds CLV1 ectodomain.
Science, 2008195861): p. 294.

Berger, D. and T. AltmanmA subtilisin-like serine protease involved in the
regulation of stomatal density ardistribution in Arabidopsis thalianaGenes
Dev, 200014(9): p. 1119-31.

Casamitjana-Martinez, E., et dRpot-specific CLE19 overexpression and the
sol1/2 suppressors implicate a CLV-like lpaay in the control of Arabidopsis
root meristem maintenanc€urr Biol, 200313(16): p. 1435-41.

Kim, S., et al.Chemocyanin, a small basic protein from the lily stigma, induces
pollen tube chemotropisrRroc Natl Acad Sci U S A, 200300(26): p. 16125-30.
Kim, S.T., et alEExogenous Free Ubiquitin Enhanceedy Pollen Tube Adhesion
to an in Vitro Stylar Matrix and May Fditate Endocytosis of SCA (Stigma/stylar
Cysteine-rich AdhesinRlant Physiol, 2006.

Chae, K., et al.Two SCA (stigma/style cysteinekriadhesin) isoforms show
structural differences that correlate wittheir levels of in vitro pollen tube
adhesion activityJ Biol Chem, 200728246): p. 33845-58.

144



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

Park, S.Y. and E.M. Loré&xpression studies of SCA in lily and confirmation of
its role in pollen tube adhesiorRlant Mol Biol, 200351(2): p. 183-9.

Dong, J., S.T. Kim, and E.M. Lordlantacyanin plays a role in reproduction in
Arabidopsis Plant Physiol, 2008.382): p. 778-89.

Mollet, J.C., et alA lily stylar pectin is necessafor pollen tube adhesion to an
in vitro stylar matrix.Plant Cell, 200012(9): p. 1737-50.

Cheung, A.Y., H. Wang, and H.M. WA, floral transmitting tissue-specific
glycoprotein attracts pollen tubeand stimulates their growtiCell, 1995.82(3):

p. 383-93.

Wu, H.M., et al.A pollen tube growth-promotingrabinogalactan protein from
nicotiana alata is similar tahe tobacco TTS proteiRlant J, 200022(2): p. 165-
76.

Palanivelu, R., et aPollen tube growth and guidance regulated by POP2, an
Arabidopsis gene that controls GABA levélsll, 2003.114(1): p. 47-59.

Yu, G., et al.Quantum dot-mediated detection of gamma-aminobutyric acid
binding sites on the surface of lig pollen protoplasts in tobacc&hem Biol,
2006.13(7): p. 723-31.

Higashiyama, T., et aRpllen tube attraction by the synergid c&Ltience, 2001.
2935534): p. 1480-3.

Kasahara, R.D., et aMYB98 is required for polletube guidance and synergid
cell differentiation in Arabidopsig?lant Cell, 200517(11): p. 2981-92.

Marton, M.L., et al.Micropylar pollen tube guidatce by egg apparatus 1 of
maize.Science, 2008075709): p. 573-6.

Zhong, H., S.L. Marcus, and L. LMicrowave-assisted acid hydrolysis of
proteins combined with liquid chmeatography MALDI MS/MS for protein
identification. Journal of the American Sa&ty for Mass Spectrometry, 2005.
16(4): p. 471-481.

Bradshaw, T.PA User's Guide: Introductiorto Peptide and Protein HPLC.
Phenomenex, 1998-2008art No. AA0-3908

D'Suze, G., et aDiscrepin, a new peptide of thelsfamily alpha-ktx15, isolated
from the scorpion Tityus discrepans irresibly blocks K+ -channels (IA currents)
of cerebellum granular cell®Arch Biochem Biophys, 2004302): p. 256-63.

He, Y.Y., W.H. Lee, and Y. Zhand;loning and purification of alpha-
neurotoxins from kig cobra (Ophiophagus hannahJoxicon, 2004.44(3): p.
295-303.

Pascual, N., et alQrcokinins in insectand other invertebratesnsect Biochem
Mol Biol, 2004.34(11): p. 1141-6.

Ribeiro, S.P., et alStructural and functional chacterization of N-terminally
blocked peptides isolated from the venom of the social wasp Polybia paulista.
Peptides, 2002512): p. 2069-78.

Choi, S.J., et allsolation and characterization d?salmopeotoxin and II: two
novel antimalarial peptides from theenom of the tarantula Psalmopoeus
cambridgei.FEBS Lett, 20045721-3): p. 109-17.

John, M., et alLipochitooligosaccharide-inducadbacco cells release a peptide
as mediator of the glycolipid signdroc Natl Acad Sci U S A, 19994(19): p.
10178-82.

145



146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Tang, Y.-Q., et al.A Cyclic Antimicrobial Peptide Produced in Primate
Leukocytes by the Ligatiaf Two Truncated -Defensink999. p. 498-502.
Takayama, S., et alsolation and characterization gbollen coat proteins of
Brassica campestris that interact withid@us-related glycoprotein 1 involved in
pollen-stigma adhesiofroc Natl Acad Sci U S A, 20007(7): p. 3765-70.
Rawlings, N.D., et aMEROPS: the peptidase databag608. p. D320-325.
McMurry, J.,Quimica Orgéanica.Grupo Editorial Iberoamiza S.A. de C.V.,
1994.

Appel, T.R., et alAcid inactivation of prions: &tient at elevated temperature
or high acid concentration] Gen Virol, 200687(Pt 5): p. 1385-94.

Colgrave, M.L. and D.J. Craikhermal, chemical, and enzymatic stability of the
cyclotide kalata B1: the importae of the cyclic cystine kndiochemistry, 2004.
43(20): p. 5965-75.

Faull, K.F., et al.Disulfide connectivity in cerebroside sulfate activator is not
necessary for biological activity or alphelical content but is necessary for
trypsin resistance and strong ligand bindingrch Biochem Biophys, 2000.
376(2): p. 266-74.

Vaccaro, A.M., et al.Structural analysis of saposin C and B. Complete
localization of disulfide bridged. Biol Chem, 1992270(17): p. 9953-60.

Pelegrini, P.B., B.F. Quirino, and O.L. Franeant cyclotidesan unusual class
of defense compound3eptides, 20028(7): p. 1475-81.

Ireland, D.C., M.L. Colgrave, and D.J. Crafk,novel suite otyclotides from
Viola odorata: sequence variah and the implications fcstructure, function and
stability. Biochem J, 200640Q(1): p. 1-12.

Varki, A., et al.Essentials of Glycobiolog€old Spring Harbor Laboratory Press
Cold Spring Harbor, New York 1999.

Coward-Kelly, G., F.K. Agbogbo, and M.T. Holtzappleme treatment of
keratinous materials for the generatiasf highly digestilke animal feed: 2.
Animal hair.Bioresour Technol, 2008.7(11): p. 1344-52.

Palanivelu, R. and D. Preugsstinct short-range ovulsignals attract or repel
Arabidopsis thaliana pollen tubes in vit®MC Plant Biol, 20066: p. 7.
Higashiyama, T., et aluidance in vitro of the polietube to the naked embryo
sac of torenia fournieriPlant Cell, 199810(12): p. 2019-32.

Mayfield, J.A. and D. Preud®apid initiation of Arabidopsis pollination requires
the oleosin-domain protein GRPINat Cell Biol, 20002(2): p. 128-30.

Doughty, J., et alPCP-Al, a defensin-like Brassiqaollen coat protein that
binds the S locus glycoprotein, is theduct of gametophytic gene expression.
Plant Cell, 199810(8): p. 1333-47.

Chen, Y.F., Y. Matsubayashi, and Y. SakagaReptide growth factor
phytosulfokine-alpha contribute® the pollen population effecPlanta, 2000.
211(5): p. 752-5.

Park, S.Y., et alA lipid transfer-like protein isnecessary for lily pollen tube
adhesion to an in vitro stylar matriflant Cell, 200012(1): p. 151-64.

Sanchez, A.M., et aRistil factors controlling pollinationPlant Cell, 200416
Suppl: p. S98-106.

146



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

Baker, S.C., et allnteractions among genes regulating ovule development in
Arabidopsis thalianaGenetics, 19971454): p. 1109-24.

Shimizu, K.K. and K. Okada&ttractive and repulsive taractions between
female and male gametophytes in Arabidopsis pollen tube guidaegelopment,
2000.12720): p. 4511-8.

Higashiyama, T., et alSpecies preferentiality of the pollen tube attractant
derived from the synergitell of Torenia fournieriPlant Physiol, 2006L422): p.
481-91.

Cole, R.A. and J.E. Fowld?plarized growth: maintaining focus on the tpurr
Opin Plant Biol, 20069(6): p. 579-88.

Yang, Z. and Y. FIROP/RAC GTPase signalin@urr Opin Plant Biol, 2007.
10(5): p. 490-4.

Johnson, M.A. and D. Preu$¥ptting a course: multiple signals guide pollen
tubes to their targetPev Cell, 20022(3): p. 273-81.

Prasher, D.C., et aRrimary structure of the Aequea victoria green-fluorescent
protein.Gene, 1992111(2): p. 229-33.

Twell, D., et al.lsolation and expression of an antfspecific gene from tomato.
Mol Gen Genet, 1982172-3): p. 240-5.

Prado, A.M., D.M. Paetfield, and J.A. FeijolNitric oxide is involved in growth
regulation and re-orientation of pollen tubeBevelopment, 2004131(11): p.
2707-14.

Wolters-Arts, M., W.M. Lush, and C. Mariahipids are required for directional
pollen-tube growthNature, 19983926678): p. 818-21.

Goodman, G.W. and B.M. Sultz@haracterization of the chemical and physical
properties of a novel B-lymphoeytctivator, endotoxin proteiinfect Immun,
1979.24(3): p. 685-96.

Ferchichi, M., et allLactococcin MMFII, a novel aks lla bacteriocin produced
by Lactococcus lactis MMFII, isaled from a Tunisian dairy producEEMS
Microbiol Lett, 20012051): p. 49-55.

Munimbazi, C. and L.B. Bullermamsolation and partial characterization of
antifungal metabolites of Bacillus pumilusAppl Microbiol, 199884(6): p. 959-
68.

Kondoh, K., et allsolation and characterization grosaposin from human milk.
Biochemical and BiophysicdResearch Communications, 199B1(1): p. 286-
292.

Cacciapuoti, G., et al,A novel hyperthermostable 5'-deoxy-5'-
methylthioadenosine phosphorylase froine archaeon Sulfolobus solfataricus.
Febs J, 20022728): p. 1886-99.

Ciprandi, A., et alBoophilus microplus: its salivaontains microphilin, a small
thrombin inhibitor.Exp Parasitol, 2008.14(1): p. 40-6.

Ma, Z., et al.Proteolytic cleavage of the pamycin-sensitive aminopeptidase
generates a substrate binding domatach Biochem Biophys, 20031151): p.
80-6.

Simmen, R.C., et alA uterine cell mitogedistinct from epidermal growth factor
in porcine uterine luminal fluids: eacterization and partial purificationBiol
Reprod, 198838(3): p. 551-61.

147



183.

184.

185.

186.

Pan, K.M., N. Stahl, and S.B. Prusirfaurification and properties of the cellular
prion protein from Syrian hamster braiRrotein Sci, 19921(10): p. 1343-52.
Castells, E. and J.M. Casacubestignalling through kinasdefective domains:
the prevalence of atypical receptor-like kinases in plah&xp Bot, 200758(13):

p. 3503-11.

Zhang, Y. and S. McCormich, distinct mechanism regulating a pollen-specific
guanine nucleotide exchange factor the small GTPase Rop in Arabidopsis
thaliana.Proc Natl Acad Sci U S A, 200104(47): p. 18830-5.

Fu, Y. and Z. Yandop GTPase: a master switchadll polarity development in
plants.Trends Plant Sci, 2006(12): p. 545-7.

148



	Portada
	Publicaciones
	Índice
	Resumen
	Abstract
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Capítulo 1
	4. Capítulo 2
	5. Capítulo 3
	6. Conclusiones finales y perspectivas
	7. Referencias

