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Resumenes

Las poliaminas son pequefias moléculas organicas policationicas presentes en
todos los seres vivos. En las plantas regulan diversos procesos de desarrollo,
como la floracion, el crecimiento del tallo, la fructificacion y la senescencia. La
termoespermina es una tetraamina exclusiva de las plantas y procariotas cuya
deficiencia, por la mutacion del tinico gen responsable de su sintesis, ACLS,
provoca un fenotipo enano en Arabidopsis thaliana, acompaiado de graves
defectos en la diferenciacion de las células del metaxilema y una severa
alteracion en el patron de formacion de pared secundaria de los vasos.
Las aminopropil transferasas catalizan la sintesis de tri- y tetraaminas mediante
la incorporacion de wun grupo aminopropilo a una di- o triamina,
respectivamente. Estas aminopropil transferasas presentan un alto grado de
similitud de secuencia entre si, compartido ademas con las putrescina-N-
metiltransferasas, otro grupo de enzimas presentes exclusivamente en las
solanaceas. Estudios filogenéticos han mostrado que las aminopropil
transferasas y las putrescina-N-metil transferasas estan emparentadas
evolutivamente.
Los objetivos que nos planteamos en esta tesis fueron:
e cstablecer el mecanismo por el que la termoespermina controla la correcta
formacion del xilema; y
e determinar las diferencias estructurales entre las diversas aminopropil
transferasas y  putrescina-N-metiltransferasas, responsables de su
especificidad.
El primer objetivo lo abordamos mediante la busqueda de supresores
extragénicos de acl5. De los 40 supresores dominantes aislados, 11 de ellos
presentan mutaciones en la region 5'-UTR de tres genes bHLH, a los que
denominamos 4JA4X. Las mutaciones se localizan en una secuencia que codifica
un pequefio péptido cuyo papel es reprimir la traduccion de la ORF principal.
Nuestros estudios in vitro indican que la supresion se consigue interfiriendo con
la sintesis o la actividad de dicho pequefio péptido y permitiendo la sintesis de
las proteinas AJAX. El papel de estos factores de transcripcion en la regulacion
de la expresion génica durante el desarrollo del xilema solapa en parte con el de
la termoespermina, pero no completamente, segin indican los analisis
transcriptomicos efectuados en plantas superproductoras de AJAX2.
El segundo objetivo se abordd mediante la comparaciéon de los centros activos
de las aminopropil transferasas y las putrescina-N-metil transferasas, y la
identificacion de aminoacidos potencialmente clave para sus actividades
diferenciales. Se produjeron las correspondientes aminopropil transferasas
recombinantes de Arabidopsis en sus versiones nativa y con los residuos clave
mutados como en una putrescina-N-metil transferasa, y se compararon los
parametros cinéticos de ambas versiones. En ninguno de los casos fue posible
convertir una actividad especifica en otra, pero se confirmd la importancia de
dichos residuos para la actividad enzimatica.



Polyamines are small polycationic organic molecules present in all living
beings. They regulate plant development processes such as flowering time, stem
elongation, early fruit development, and senescence. Thermospermine is a
tetraamine, unique to plants and prokaryotes, whose deficiency in Arabidopsis
thaliana —caused by a knockout mutation in the single thermospermine synthase
gene, ACL5— provokes a dwarf phenotype, as well as severe defects in the
metaxylem differentiation, and an altered deposition of cell-wall material in
these vessels.

Aminopropyl transferases catalyze the synthesis of tri-and tetraamine, by adding
an aminopropyl group to a di-or triamine, respectively. They show a high
sequence similarity to each other, shared also with putrescine-N-
methyltransferases, another group of enzymes characteristic of Solanaceae.
Phylogenetic studies have shown that aminopropyl transferases and putrescine-
N-methyltransferases are evolutionarily related.

The goals that we considered in this thesis were:

* to establish the mechanism by which thermospermine controls xylem
differentation; and

* to determine the structural differences between the various aminopropyl- and
N-methyltransferases that underlie their specificity.

The first goal was approached by a search for extragenic suppressors of acl5.
We identified 40 suppressors, 11 of which present mutation in the 5’-UTR of
three bHLH genes named AJ4X. These mutations are located in a sequence that
encodes a small peptide whose role is to repress the translation of the main
OREF. Our in vitro studies reveal that the suppression is achieved by interfering
with the synthesis or activity of this small peptide, therefore allowing the
synthesis of AJAX proteins. The role of these transcription factors in the
regulation of gene expression during xylem development partially overlaps with
that of thermospermine, although not completely, as indicated by transcriptomic
analyses of AJ4X2 overexpressing plants.

The second objective was approached by the comparison between active centers
of aminopropyl transferases and putrescine-N-methyltransferases, and
subsequent identification of aminoacids with a potential key role in the
establishment of differential activity. The corresponding aminopropyl
transferases from Arabidopsis were produced in their native version and with
the key residues mutated as in putrescine-N-methyltransferases, and their
kinetic parameters were determined. In none of the cases we observed
conversion of one specific activity into another, but we confirmed the
importance of those residues for a normal level of enzyme activity.
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Les poliamines son petites molécules organiques policationiques presents en
tots els éssers vius. En les plantes regulen diversos processos de
desenvolupament, com la floracio, el creixement de la tija, la fructificacio i la
senesceéncia. La termoespermina és una tetraamina, exclusiva de les plantes i
procariotes, la deficiéncia de la qual per la mutaci6 de 1'inic gen responsable de
la sintesi, ACLJ5, provoca un fenotip nan en Arabidopsis thaliana, acompanyat
de greus defectes en la diferenciacié del metaxilema i una severa alteracio en el
patré de formacid de paret secundaria dels vasos.

Les aminopropil transferases catalitzen la sintesi de tri- i tetraamines, mitjancant
la incorporaci6 d'un grup aminopropil a una di- o triamina, respectivament.
Aquestes aminopropil transferases presenten un alt grau de similitud de
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Introduccién

Desde el punto de vista bioldgico, se conoce como poliaminas a un grupo de
compuestos alifaticos de bajo peso molecular, caracterizados por la presencia de
grupos amino primarios (-NH2) y posibles grupos amino secundarios (-NH-).
Las poliaminas con una presencia mas extendida entre los organismos de los
distintos reinos son: la putrescina, la espermidina y la espermina (Figura 1).
Existen en plantas y bacterias, otras poliaminas menos comunes, como la
cadaverina, el diaminopropano o la termoespermina, siendo esta ultima un
isomero de la espermina.

) )

> Putrescina
- @ g A A Espermidina
» Y AN S 2 S Wa | )

> Espermina

Termoespermina

Figura 1. Estructura quimica de las principales poliaminas de interés bioldgico.
En blanco se representan atomos de hidrogeno, en gris atomos de carbono y en
azul atomos de nitrégeno

Aunque todos los seres vivos son capaces de sintetizar alguna poliamina, tanto
la proporcion relativa de cada una de ellas como la forma en que se presentan
son muy variables. Generalmente, la putrescina y la espermidina se encuentran
a una concentracion mas elevada que la espermina. Existe una fraccion,
normalmente minoritaria, compuesta por las formas libres de poliaminas
(Torrigiani et al. 1987), mientras que la gran mayoria de ellas se encuentran
conjugadas, ya sea a pequefias moléculas, como 4cidos cindmicos e
hidroxicinamicos (Martin-Tanguy 1997), o a macromoléculas, como proteinas
(Tiburcio et al. 1997).

Una de sus caracteristicas quimicas mas relevantes, desde el punto de vista
bioldgico, es que, a pH fisiologico, sus grupos amino primarios y secundarios
estan cargados positivamente, por lo que pueden establecer interacciones
electrostaticas con otras moléculas con carga negativa como DNA, RNA,

fosfolipidos o algunas proteinas. Ademas de su caracter policationico, la



distribucion de estas cargas también representa un factor muy importante,
puesto que las cadenas de C entre los grupos amino son relativamente flexibles
(Weiger et al. 1998; Dalla Via et al. 1999), lo cual hace que sean muy versatiles

a la hora de interactuar con otras moléculas.

En el mundo vegetal, las poliaminas han sido consideradas como moduladores
del crecimiento (Galston 1983) pero, en ninglin caso pueden ser consideradas
como hormonas vegetales pues, a diferencia de éstas, no tienen ni receptor ni
ruta de sefializacion, no se sintetizan en una zona determinada de la planta sino
que son ubicuas y, ademas, se encuentran a concentraciones celulares muy
elevadas, del orden milimolar (Galston y Sawhney 1990).

1. Biosintesis de poliaminas

La biosintesis de las poliaminas se inicia con la descarboxilacion de la L-
ornitina para formar putrescina, una diamina. Esta reaccion es catalizada por la
ornitina descarboxilasa (ODC). En plantas y algunos procariotas existe una ruta
alternativa que se inicia con la descarboxilacion de la L-arginina por una
arginina descarboxilasa (ADC) para formar agmatina, que es hidrolizada por
una agmatina iminohidrolasa (AIH) dando lugar a N-carbamilputrescina que
finalmente, es transformada en putrescina por una N-carbamilputrescina
amidohidrolasa (CPA) (Figura 2). A su vez la L-ornitina y la L-arginina son
convertibles entre si; la L-ornitina se convierte en L-arginina a través de la via
de la citrulina mientras que, L-arginina se convierte en L-ornitina por la accion
de la actividad arginasa.

A partir de la putrescina se produce la siguiente poliamina, la triamina
espermidina, mediante la adiciéon de un grupo aminopropilo a uno de los grupos
amino. Esta reaccion es catalizada por la espermidina sintasa (SPDS), siendo el
dador del grupo aminopropilo la S-adenosilmetionina descarboxilada
(AdoMetdc) que se forma a partir de la S-adenosilmetionina (AdoMet), siendo
esta reaccion realizada una S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC). Las
tetraaminas alifaticas se sintetizan mediante la adicion a la espermidina de otro
grupo aminopropilo proveniente del AdoMetdc; segiin se produzca en un

extremo u otro de la espermidina, se formaran dos tetraaminas distintas: la
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tetraamina simétrica espermina, cuya generacion es catalizada por la espermina
sintasa (SPMS), o su isémero asimétrico, la termoespermina, catalizada por la

termoespermina sintasa (tSMPS).

Ademas, la putrescina es usada en las plantas solanaceas como precursor de la
sintesis de alcaloides, tras ser convertida en N-metilputrescina por la putrecina-

N-metil transferasa (PMT), que acopla un grupo metilo del AdoMet a la

putrescina.
L-Arginina Qgg;
ADC
Agmatina
AlH|AIH
L-Ornitina N-carbamilputrescina
oDC CPA /NLP1
PMT
Putrescina » N-metilputrescina
SPDS /
SPD1
SPD2 AdoMet

Alcaloides
Espermidina

AdoMetdc

Termoespermina Espermina

Figura 2. Ruta de biosintesis de poliaminas. En negrita se marcan las
actividades enzimaticas implicadas en cada paso de la sintesis. En verde se
destacan los genes identificados en A. thaliana, responsables de cada actividad.
En Arabidopsis thaliana existe la particularidad de no haberse detectado la
actividad ODC (Hanfrey et al. 2001) por lo que, la putrescina sélo puede



sintetizarse a través de la actividad ADC. En A. thaliana existen 2 genes (ADC1
y 2) que codifican esta actividad, un gen que codifica la actividad AIH (4/H)
(Janowitz et al. 2003) y otro la CPA (NLPI) (Piotrowski et al. 2003). También
existen dos genes que codifican la actividad SPDS (SPD/! y 2) (Hashimoto et al.
1998) uno para la SPMS (SPM1) (Panicot et al. 2002) y otro para la tSPMS
(ACLS5) (Knott et al. 2007). Por ultimo, la actividad SAMDC es codificada por
cuatro genes distintos (SAMDCI, 2, 3 y 4) (Franceschetti ef al. 2001).

2. Las aminopropil transferasas

La sintesis de las triaminas y tetraaminas (espermidina, espermina y
termoespermina) es realizada por las aminopropil transferasas, que son aquellas
enzimas que usan como sustrato el AdoMetdc para transferir un grupo
aminopropilo, formandose 5'-metiltioadenosina como subproducto de la
reaccion.

La primera aminopropil transferasa con una estructura cristalina resuelta fue la
espermidina sintasa de Thermotoga maritima (Korolev et al. 2002). Ademas de
esta estructura se conocen las de la espermidina sintasa de Caenorhabditis
elegans (Dufe et al. 2005), Plasmodium falciparum (Dufe et al. 2007),
Helicobacter pylori (Lu et al. 2007), humanos (Wu et al. 2007), Arabidopsis
thaliana (codigo PDB: 2Q41) y Trypanosoma cruzi (c6digo PDB: 3BWC), la
termoespermina sintasa de Thermus thermophilus (c6digo PDB: 1UIR) y la de
la espermina sintasa de humanos (Wu et al. 2008). Incluso se ha propuesto un
modelo de accion de las espermidina sintasas (Korolev et al. 2002; Wu et al.
2007). De todos estos trabajos se ha podido concluir que el centro activo de las
aminopropil transferasas conocidas contiene una gran cantidad de residuos muy

conservados (Hashimoto ef al. 1998).

Ademas de las ya citadas, espermidina, espermina y termoespermina, existen
algunas otras poliaminas menos comunes presentes en las plantas (Kuehn et al.
1990) como la norespermidina y norespermina en Medicago sativa (Rodriguez-
Garay et al. 1989) o como la caldopentamina, homoespermidina vy
homoespermina en algunas plantas acuaticas (Hamana et al. 1998). Todas estas

poliaminas poco frecuentes parecen provenir de reacciones, en las que las
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aminopropil transferasas se comportan de modo poco especifico y transfieren
los grupos aminopropilo a sustratos menos comunes. Esta promiscuidad de
sustratos de las aminopropil transferasas es muy comun en las bacterias; por
ejemplo, en Thermus thermophilus, el ortdlogo de la termoespermina sintasa es
capaz de transferir el aminopropilo a la agmatina y a la norespermidina, ademas
de a la espermidina (Ohnuma et al. 2005) y, en Pyrococcus furi el ortdlogo de la
espermidina sintasa puede usar como sustratos la agmatina y la cadaverina
(Cacciapuoti et al. 2007) (Figura 3). La combinacion de una elevada similitud
de secuencia con una cierta promiscuidad de sustrato sugiere que la
especificidad de cada aminopropil transferasa no es perfecta y que, ademas,
debe residir en unos pocos aminoacidos.

NH,  NH NH, NH,  NH NH NH,
\N /N 7 AN 2 Y 2 Y 4
(CH2)3 (CH2)3 (CH2)3 (CH2)3 (CH2)3

Norespermidina Norespermina

tSPMS
Thermus
thermophilus

NH, = C=N NH, NH, = C=N NH NH,
/ N/ / N /N
NHZ (CH2)4 NH2 (CH2)4 (CHZ)B
Agmatina N-aminopropilagmatina
SPDS
Pyrococcus
furi
NH, NH, NH, NH NH,
/ \ /7 \ /
(CH,)s (CHy)s  (CH,)s
Cadaverina N-aminopropilcadaverina

Figura 3. Reacciones de sintesis de poliaminas poco comunes, por parte de
aminopropil transferasas con actividad para diversos sustratos.

3. Funcion y modo de accion de las poliaminas

A nivel celular, las poliaminas han sido relacionadas con el funcionamiento de
numerosos procesos bioquimicos, desde la transcripcion hasta el transporte de
iones a través de la membrana plasmatica (Williams 1997). En concreto, se ha
propuesto que la espermidina participa en una modificacién covalente del factor
elF4A de iniciacion de la traduccion (Park 2006) y en el ensamblaje de



ribosomas (Vila-Sanjurjo et al. 2004), resultando en modificaciones de la
actividad transcripcional y traduccional (Childs ef al. 2003).

Los cambios transcripcionales relacionados con el contenido de poliaminas
también podrian deberse a otros mecanismos moleculares descritos, como la
modificacion de la estructura de B-DNA a Z-DNA (Rich et al. 1984) o a
cambios conformacionales del RNA (Igarashi y Kashiwagi 2000; Amarantos et
al. 2002).

Por otra parte, se han observado cambios en la fluidez de las membranas
atribuidos a la interaccion entre poliaminas y lipidos de la membrana (Roberts
et al. 1986), lo que sugiere que no todas las acciones de las poliaminas se deben

necesariamente a efectos transcripcionales.

Como consecuencia de estas actividades moleculares, las poliaminas afectan a
numerosos procesos biologicos, tanto de desarrollo como de tolerancia a
situaciones de estrés. Por ejemplo, han sido relacionadas con procesos
fundamentales para la vida como el crecimiento y la muerte celular (Thomas y
Thomas 2001). En concreto, la levadura presenta un requerimiento absoluto de
espermidina para crecer (Hamasaki-Katagiri et al. 1997) y esta funcion esencial,
parece responder a un papel ancestral de esta poliamina, puesto que un mutante
sin actividad espermidina sintasa de 4. thaliana es inviable (Imai et al. 2004).
Otras poliaminas son también necesarias en mayor o menor medida para el
correcto crecimiento del organismo, aunque no lleguen a ser esenciales. Asi, la
falta de espermina en levaduras provoca retrasos en la division celular
(Hamasaki-Katagiri et al. 1998) y en ratas causa malformaciones en el
desarrollo del sistema nervioso (Wang et al. 2004) mientras que, la carencia de
termoespermina en A. thaliana impide el alargamiento de los tallos y el
crecimiento general de otros 6rganos, sin afectar a la viabilidad (Hanzawa ef al.
1997).

Las poliaminas también pueden modular la muerte celular programada aunque
existen datos contradictorios con respecto a si la promueven o la inhiben (Seiler
y Raul 2005). Ademas, las poliaminas son necesarias para la transicion entre

diferentes fases del ciclo celular (Thomas y Thomas 2001) y de hecho, los
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inhibidores de su sintesis se han utilizado para el tratamiento del cancer
(Bachrach 2004).

Dada la gran diversidad de funciones que se han atribuido a las poliaminas en
procesos fisiologicos de todos los organismos (Kumar et al. 1997; Igarashi y
Kashiwagi 2000; Thomas y Thomas 2003), aqui mencionaré explicitamente
solo aquéllos que son relativos al desarrollo vegetal y otros procesos de la vida
de las plantas, como por ejemplo:

e la deficiencia de putrescina provoca la formaciéon de una raiz pivotante
en tabaco (Ben-Hayyim et al. 1994).

e la rotura de la dominancia apical en tabaco estd asociada a cambios en
el balance entre las distintas poliaminas sin modificar su contenido
global (Geuns et al. 2001).

e la sobre-expresion del gen ADC2 en A. thaliana, genera plantas con
altos niveles de putrescina que son incapaces de elongar los entrenudos
del tallo (Alcazar et al. 2005).

e los niveles de espermina parecen determinar si el ovario se desarrolla
como fruto o entra en un programa de senescencia (Carbonell y Navarro
1989).

e la adicion exdgena de espermidina promueven la transicion floral en 4.
thaliana (Applewhite et al. 2000).

Ademas, las poliaminas también pueden participar en procesos de la respuesta
al estrés, como por ejemplo:

e ¢l doble mutante ac/5 spml es mas sensible al estrés salino (Yamaguchi
et al. 2006) y al hidrico (Alcazar et al. 2006; Yamaguchi ef al. 2007) v,
ambos fenotipos son revertidos por adiciones exdgenas de espermina.

e la espermina induce la formacién de proteina PR y protege al tabaco
contra la infeccion del virus del mosaico del tabaco (Yamakawa et al.
1998).



Ademas de todos estos ejemplos, existe otro proceso de desarrollo regulado por
las poliaminas: el desarrollo del sistema vascular, y mas concretamente del
xilema.

4. El xilema. Desarrollo vascular y poliaminas

Las células del xilema se desarrollan a partir de las células meristematicas del
cambium y el procambium. El xilema estad compuesto por varios tipos celulares
aunque los que realmente cumplen la funciéon conductora son las traqueidas y
las traqueas, a las que denominaremos conjuntamente como elementos
traqueidales. Estos elementos traqueidales sufren un complejo proceso de
desarrollo y diferenciacion que incluye la deposicion de la pared celular
secundaria para soportar las presiones negativas generadas por la transpiracion,
y un proceso de muerte celular programada para conseguir una célula
completamente vacia a modo de conducto (Figura 4).

Parénquima xilematico, fibras ...

Floema<=— Traqueidas, R -
traqueas " v —
Procambium,
cambium () () o

[ Citoplasma

v Elongacion  Deposicion Elemento
B Nicleo pared Muerte celular traqueidal
[ Vacuola secundaria Programada

@ Pared celular secundaria
Figura 4. Proceso de diferenciacion de los elementos traqueidales. Adaptado

de Turner (Turner et al. 2007)

Este proceso de diferenciacion es controlado por diversas hormonas vegetales
(Turner et al. 2007). Una de ellas es la auxina, que es capaz de promover, junto
con las citoquininas, la diferenciacion de células del mesoéfilo de hoja de Zinnia
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elegans en elementos traqueidales (Milioni et al. 2001). También los
brasinoesteroides parecen ser imprescindibles para este proceso, pues la
inhibicion de su sintesis detiene el proceso de diferenciacion en el sistema de Z.
elegans (Iwasaki y Shibaoka 1991).

Dentro de este proceso de formacion de la pared secundaria, la sintesis de
lignina es esencial, y requiere la presencia de H,O, (Grant y Loake 2000), que
puede provenir de la accion de diversas enzimas del catabolismo de poliaminas
que se expresan en los tejidos vasculares (Paschalidis y Roubelakis-Angelakis
2005).

Otra de las pruebas de la relacion entre las poliaminas y el desarrollo vascular,
es el fenotipo de algunos mutantes de la biosintesis de poliaminas, como bud?2,
un mutante defectivo en una de las cuatro SAMDC, que posee unos haces
vasculares de mayor tamafio y un mayor contenido en lignina que los de una
planta silvestre (Ge et al. 2006). Otro mutante, acl5, presenta un fenotipo de
sobreproduccion de haces vasculares (Hanzawa et al. 1997), ademas de un
mayor grosor de sus traqueas xilematicas, fenotipo por el cual el mutante acl5
también fue aislado en otro trabajo independiente y denominado como thickvein
(Clay y Nelson 2005).

Otros dos resultados relacionan a ACLS5 con el desarrollo del xilema:

e la expresion de ACLS5 es inducida por las auxinas (Hanzawa et al.
2000).

e csta expresion esta localizada en células del procambiun que han
iniciado su diferenciacion a xilema (Clay y Nelson 2005; Muiiz ef al.
2008).

Pero la evidencia definitiva de la implicacion de ACLS5 en la diferenciacion del
xilema es la ausencia de algunos tipos celulares xilematicos en el mutante acl5.
Durante la fase de crecimiento primario de la planta se desarrollan los
elementos traqueidales de tipo protoxilema que, segin la ornamentacion de su
pared, pueden ser de tipo anular o espiral; posteriormente, durante la fase de
crecimiento secundario, se producen los de tipo metaxilema que se pueden

11



clasificar en dos tipos: reticulado o punteado segiin su ornamentacion (Figura 5)
(Kubo et al. 2005). En acl5, la distribucion de estos tipos celulares esta alterada,
ya que carece de células metaxilematicas de tipo punteado (Muiiiz et al. 2008).
Este dato, unido a que en el mutante acl5 se produce una sobre-expresion de
diversos genes de muerte celular y una incorrecta deposicion de los elementos
de la pared vegetal, indica que la causa primaria del fenotipo defectivo de acl/5
podria ser la muerte prematura de las células en proceso de diferenciacion hacia
metaxilema. Efectivamente, la expresion forzada de la toxina A de la difteria
exclusivamente en el dominio de expresion de ACLS5, fenocopia el enanismo de
acl5 (Muidiz et al. 2008), lo cual ha permitido atribuir un papel a la
termoespermina en el proceso de desarrollo vascular, retrasando la muerte
celular y permitiendo que se complete el desarrollo de las células del
metaxilema (Muifiiz et al. 2008).

7

<-| ProtoxilemaH Metaxilema
: y— %

RETICULADO PUNTEADO

i

ANULAR RETICULADO
ESPIRAL PUNTEADO

Figura 5. Tipos celulares del xilema. A la izquierda esquema ilustrativo (Esau
1977). A la derecha imagenes al microscopio 6ptico, bajo iluminacion con luz
ultravioleta, de elementos vasculares del xilema tefiidos con calcofltor.
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Objetivos

El conocimiento de las poliaminas presenta una gran laguna en relacion con su
mecanismo de accion. El hecho de haber encontrado un proceso de desarrollo
bien definido, como es la formacion del xilema, en cuyo control participa la
termoespermina, nos proporciona un modelo de estudio de las bases

moleculares de la accion de las poliaminas.

Por otra parte, la alta similitud de secuencia entre las aminopropil transferasas y
las putrescina-N-metil transferasas ha permitido establecer que todas ellas
provienen de un ancestro comun que ha sufrido cambios discretos en el centro
activo que han resultado en los cambios de especificidad observados ahora. Este
modelo evolutivo nos brinda la posibilidad de intentar modificar de forma
dirigida las actividades de estas enzimas.

Los objetivos de este trabajo son dos:

a) establecer los mecanismos moleculares por los cuales la

termoespermina controla la correcta formacion del xilema.

b) encontrar las diferencias estructurales entre las diversas aminopropil
transferasas, que les confieren a cada una de ellas su actividad
especifica.

Para alcanzar cada uno de estos objetivos nos planteamos dos abordajes
distintos:

a) obtencion de supresores extragénicos del mutante acl5 y caracterizacion
de los nuevos mutantes.

b) comparacion estructural de los centros activos de diversas aminopropil
transferasas y realizacion de un proceso de mutagénesis dirigida para
modificar sus actividades enzimaticas.
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Resultados

Como se ha indicado en la Introducciéon general, las poliaminas regulan
numerosos procesos del desarrollo de las plantas como floracion (Havelange et
al. 1996; Applewhite et al. 2000), fructificacion (Carbonell y Navarro 1989),
respuesta al estrés salino (Alcazar et al. 2006; Yamaguchi et al. 2006) o
respuesta a patdogenos (Takahashi er al. 2003). Normalmente, la mayoria de
estos procesos han sido relacionados con cambios en las concentraciones de las
poliaminas mas comunes como putrescina, espermidina o espermina, mientras
que la termoespermina no ha sido considerada. Aunque habia datos previos de
la presencia de termoespermina y sus derivados en algunas plantas (Hamana et
al. 1992; Hamana et al. 1998), su relevancia en plantas se ha descubierto muy
recientemente, al determinarse que el gen ACLS5 de A. thaliana tiene actividad
termoespermina sintasa in vitro (Knott et al. 2007). Asi pues, es razonable
atribuir a la termoespermina una funcion en el proceso de elongacion del tallo,
ya que, el mutante acl5 presenta alteraciones en este proceso (Kakehi et al.
2008) probablemente controlando el proceso de muerte celular de las células

que dan origen al xilema (Muiiiz et al. 2008).

Si se conoce poco sobre los procesos de desarrollo en los que participa la
termoespermina en plantas, todavia es menos lo que se conoce sobre como
puede ser su mecanismo de accidon para desencadenar respuestas, y 1o poco que
podemos inferir es a través de mecanismos de accion conocidos de otras
poliaminas. Su naturaleza de moléculas policatiénicas les permite interactuar
con moléculas de carga negativa como DNA, RNA, proteinas o membranas
plasmaticas (Wallace et al. 2003); pero aparte de estos mecanismos de
interacciéon de cargas se sabe que la espermidina es capaz de producir
fendmenos de cambios de la pauta de lectura +1 en la traduccion (Matsufuji et
al. 1995), y se cree que puede modificar los niveles de traduccion de pequeiios
péptidos reguladores situados aguas arriba de un gen (Hanfrey et al. 2002;
Hanfrey et al. 2005).

Como la presencia de termoespermina en plantas es un descubrimiento reciente,
y conociendo que su deficiencia provoca graves alteraciones en el desarrollo
vascular en A. thaliana, nos parecié éste un sistema interesante para intentar
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dilucidar cuales son los mecanismos de acciéon de las poliaminas y, mas
concretamente, el de la termoespermina.

1. Actividad bioquimica de ACLS5

1.1. ACLS: ;espermina o termoespermina sintasa?

El mutante acaulis5 (acl5) perteneciente a la familia acaulis (Tsukaya et al.
1993), fue descrito en una busqueda de plantas con un tallo floral de reducida
longitud (Hanzawa et al. 1997). La mutacion responsable de este fenotipo enano
fue identificada por clonacion posicional, concluyéndose que el locus de ACLS
correspondia al gen At5g19530 (Hanzawa et al. 2000).

Inicialmente se asigndé a ACLS5 una actividad espermina sintasa, basandose en
dos observaciones (Hanzawa ef al. 2000):

e su grado de similitud con otras aminopropil transferasas, especialmente

con diversas espermina sintasas.

e la deteccion mediante HPLC de un pico con un tiempo de retencion
similar a la espermina, en extractos de un Escherichia coli (que per se
carece de espermina) sobre-expresante de ACLS.

La conclusion de que el fenotipo enano de ac/5 podria deberse a una deficiencia
total de espermina (Hanzawa et al. 2000) quedo invalidada al encontrarse una

segunda espermina sintasa, SPM1, en A. thaliana (Panicot et al. 2002).

Ademas de la espermina, existen en las plantas otras tetraaminas menos
abundantes y también menos estudiadas (Hamana et al. 1992; Hamana et al.
1998) como por ejemplo, la termoespermina, un isémero de la espermina. El
descubrimiento reciente de que ACLS tiene actividad termoespermina sintasa in
vitro (Knott et al. 2007) abre la posibilidad que en realidad ACLS5 sea la enzima

responsable de sintetizar termoespermina, y no espermina, en plantas.

Los motivos de esta posible asignacion errénea de la funcion de ACLS se

derivan de la gran similitud entre espermina y termoespermina, y son:
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e la secuencia de aminoacidos de los centros activos de espermina y
termoespermina sintasas, son muy parecidos, un hecho que sin duda
esta relacionado con la utilizacion de los mismos sustratos (espermidina
y AdoMetdc) para la sintesis de sus productos correspondientes. Este
alto grado de similitud en la secuencia de las proteinas se extiende
también a las espermidina sintasas y, de hecho, el gen SPMI fue
considerado en un primer momento como una espermidina sintasa en A.

thaliana y denominado como SPD3 (Hanzawa et al. 2002).

e los métodos empleados habitualmente para determinar poliaminas en
plantas estan basados en una separacion cromatografica por HPLC de
poliaminas dansiladas (Flores y Galston 1982), una técnica incapaz de
discriminar entre espermina y termoespermina.

Con el fin de certificar in vivo la actividad termoespermina sintasa de ACLS y
de determinar los niveles de termoespermina en extractos de A. thaliana,
decidimos desarrollar un método que permitiera la separacion efectiva de las

tetraaminas y su posterior cuantificacion.

1.2. Determinacion de termoespermina en Arabidopsis
thaliana

En el momento de acometer este proyecto se conocian unicamente dos técnicas
que permitian la separacion entre espermina y termoespermina: la
Cromatografia de Gases acoplada a un Espectrometro de Masas (GC-MS)
(Hamana et al. 1998) y la Cromatografia en Capa Fina (TLC) (Knott et al.
2007). Mientras que esta ultima carecia de caracter cuantitativo, la primera
presentaba el inconveniente de requerir una gran cantidad de material de partida
(500 g de tejido fresco).

Por estos motivos, nos propusimos como objetivo el desarrollo, en colaboracion
con el Servicio de Metaboldmica del IBMCP, de un método de alta sensibilidad
capaz de cuantificar la termoespermina en extractos de A. thaliana. Como punto
de partida decidimos adaptar un método de determinacion de poliaminas

utilizado previamente en muestras de zumo de uva (Fernandes y Ferreira 2000),
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que combinaba una extracciéon de par iénico con GC-MS. Empleando una
columna BPX35 (30m x 0,32 mm x 0,25 um) y analizando los iones 226 y 254
(ver Materiales y Métodos, pagina 115) conseguimos separar la termoespermina
de la espermina, ademas de identificar también la putrescina y la espermidina
(Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma de iones especificos de las poliaminas (relacion
masa/carga de 226 y 254) de plantulas de A. thaliana, Put: putrescina, hd:1,6-
diamina-hexano, Spd: espermidina, tSpm: termoespermina, Spm: espermina.

El método resultaba reproducible y presentaba un grado de sensibilidad
equivalente al de otros empleados anteriormente, como el de HPLC de
poliaminas dansiladas, con la ventaja de poder efectuar la cuantificacion a partir
de muestras de tamafio muy inferior, en comparaciéon con otros métodos
(Rambla et al. 2010).

La aplicaciéon de este método en extractos de A. thaliana ha permitido por una
parte, confirmar que SPMI y ACL5 codifican las unicas actividades que
sintetizan espermina y termoespermina respectivamente, y por otra, establecer
por primera vez que el contenido de termoespermina en plantulas de A. thaliana
es alrededor de cinco veces inferior al de espermina (Figura 7). Otros aspectos a
destacar en estas cuantificaciones son:
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e las trazas de espermina que se detectaron en el mutante spm/ podrian
provenir del medio de cultivo en el que crecieron las plantas, ya que
eran del mismo orden que las detectadas directamente en el medio
(resultados no mostrados).

e la observacidon de que el contenido total de termoespermina sea menor
que el de espermina en extractos crudos de plantulas enteras, podria
enmascarar el hecho de que la concentracion local de termoespermina
en las pocas células que expresan ACLS (Muiiz et al. 2008) podria ser
mucho mayor.

e ¢l mayor nivel de espermidina en los mutantes respecto al silvestre y,
especialmente el de espermina en el mutante acl/5, podria formar parte
de un sistema compensatorio de la planta, como el de retroalimentacion
negativa de la expresion de ACLS5 (Hanzawa et al. 1997).
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Figura 7. Niveles de poliaminas en los diversos mutantes de biosintesis de
espermina y termoespermina. Las medidas corresponden a plantulas de 14 dias
crecidas en medio MS. Las barras indican la desviacién estandar de 3 muestras
independientes

La expresion de los genes de biosintesis de poliaminas esta regulada por
diversas hormonas vegetales (Hanzawa et al. 2002; Carbonell y Blazquez
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2009). En concreto, esta descrito que las auxinas inducen la expresion de ACLS,
asi como la de ADC2 de forma transitoria, mientras que el acido abscisico
(ABA) induce la expresion de ADC2 y SPM1. Para averiguar si esta induccion
génica se traduce efectivamente en un aumento de los niveles de poliaminas
decidimos cuantificarlas, en plantulas sometidas a tratamientos de 1 y 8 h con
ABA o con acido indolacético (IAA) (Figura 8). Tal y como se esperaba, los
tratamientos con ABA indujeron la produccion de putrescina, especialmente en
las incubaciones mas prolongadas. Sin embargo, la induccion de SPMI no
repercutid en una acumulacion de espermina. Esta aparente inconsistencia
podria explicarse teniendo en cuenta que SPM1 se ha descrito como uno de los
elementos de un complejo multienzimatico o metaboldn, en el que también
participan las espermidina sintasas SPD1 y SPD2 (Panicot et al. 2002). En este
contexto, es razonable pensar que la induccion de sélo uno de los componentes
de este metabolon no sea suficiente para que el producto final se acumule
durante los tiempos empleados en el tratamiento. Por otra parte, el tratamiento
con [IAA produjo el aumento de los niveles de termoespermina y putrescina, en

consonancia con las inducciones de ADC2 y ACLS.
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Figura 8. Variacion de los niveles de poliaminas en plantulas de 12 dias, tratadas
con 50 yM de &acido indolacético o acido abscisico. Los valores representados
muestran la variacion relativa respecto a una muestra sin tratar. Las
concentraciones absolutas (ug de poliamina/g fresco) de las muestras sin tratar
son, Put: 2,8, Spd: 56,5, Spm: 10,6, tSpm: 1,4.
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2. Moduladores genéticos de la accion de ACLS

El fenotipo enano de acl5, hace razonable atribuir a la termoespermina una
funcién en el proceso de elongacion del tallo (Kakehi et al. 2008). Hasta la
fecha no se conocen dianas moleculares para la accion de ACLS5 o la
termoespermina por lo que, uno de los objetivos principales de nuestro trabajo
fue identificar genes que actuaran como mediadores de la regulacion del
crecimiento del tallo por parte de la termoespermina. Con este fin, entre las
distintas estrategias a nuestra disposicion decidimos abordar la busqueda de
mutaciones extragénicas que modificasen el fenotipo enano de los mutantes

acl5. Para ello, nos centramos en dos aproximaciones concretas:

e ¢l examen de la variacion fenotipica natural de mutantes ac/5 en

distintas variedades de 4. thaliana.

e ¢l rastreo de supresores extragénicos de acl5 en poblaciones

mutagenizadas.

En esta seccion se describe el aislamiento y la caracterizacion de ambos tipos de
modificadores genéticos.

2.1. Variacion fenotipica natural del mutante acl5

En el momento de iniciar esta Tesis se disponia de cinco alelos mutantes para
ACLS5 (Figura 9). El primero, acl5-1, se caracteriza por la mutacion de un acido
glutdmico por una lisina en el cuarto exon de ACLS; el segundo, acl5-2, resultd
ser un alelo independiente con la misma lesion que acl5-1; el tercer alelo se
describi6 a raiz de una busqueda en una coleccion de plantas con inserciones de
transposones, utilizando la estrategia de dos componentes
Activator/Dissociation (Long et al. 1997); este alelo fue llamado acl5-3 y tenia
insertado el transposon en el sexto intrén de ACLS. En la progenie del cruce
entre ac/5-3 y una linea que contenia una transposasa aparecio otra linea, acl5-
4, que habia perdido la insercion del transposon pero mantenia el fenotipo
enano; esto se debia a que durante la transposicion se habia escindido parte de

ACLS5 generandose un mutante nulo. Mas recientemente, en nuestro laboratorio
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se ha caracterizado una linea de insercion de T-DNA de la coleccion generada
en el Salk Institute (Alonso et al. 2003), localizada en el sexto ex6n del gen
ACLS, y que denominamos acl5-35.

Los cuatro alelos distintos de acly presentan una gradacion en el defecto de
crecimiento del mutante: mientras acl5-3 y acl5-4 presentan una altura muy
inferior a la del silvestre, en acl5-1 y acl5-5 este efecto estd un poco mas
atenuado (Figura 9). Ademas, otras caracteristicas del fenotipo de acl/5 como el
reducido tamafio de las hojas de roseta o la rugosidad de las silicuas estan
acentuadas en acl5-3 y acl5-4.

: ‘ S, Y
Laer aci5-1  acl5-3  acl5-4  acl5-5
(Col-0) (La-er) (La-er) (Col-0)

Figura 9. Alelos del mutante ac/5. El alelo acl5-2 no se muestra por ser idéntico
al acl5-1. Entre paréntesis se indica el fondo genético en el que se encuentra
cada mutacion.

Una causa que explicaria las diferencias de severidad del fenotipo, seria la
diferente naturaleza de las mutaciones en cada alelo; asi, un alelo nulo
provocaria un efecto mayor que uno hipomorfo. Esta explicacion concuerda con
que uno de los alelos débiles, ac/5-1, presenta una alteracion molecular que
consiste en tan sélo una sustitucion aminoacidica, mientras que sus niveles de
RNA no son inferiores a los de una planta silvestre (Hanzawa et al. 2000); sin
embargo, esta hipotesis no parece concordar con el fenotipo de los otros tres
alelos. Los mutantes acl5-3, acl5-4 y acl5-5 son mutantes nulos de RNA, pero
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mientras el fenotipo de los dos primeros es muy severo, el de acl5-5 es mas
leve.

Una explicacion alternativa de la gradacion seria la existencia de un modulador
de ACLS5, debido al distinto fondo genético de cada uno de los alelos. El alelo
acl5-1 fue encontrado en un fondo genético Landsberg erecta (La-er) y maés
tarde introgresado en un fondo Columbia-0 (Col-0) mediante 3 ciclos de
retrocruces (Hanzawa et al. 2000); acl5-5 también se encuentra en un fondo
Col-0, mientras que acl5-3 y acl5-4 estan en el fondo La-er. Asi pues, los alelos
mas leves, acl5-1 y acl5-5, se encuentran en fondo Col-0, mientras los mas
severos estan en fondo La-er.

Una de las principales diferencias entre ambos fondos es la pérdida de funcion
del gen ERECTA (ER), caracteristica del fondo genético La-er (van Zanten et al.
2009) siendo esta mutacion, la responsable de multiples efectos pleiotropicos
que afectan, por ejemplo, a la arquitectura floral (Douglas et al. 2002), a la
respuesta al estrés biotico (Godiard et al. 2003) o a la transpiracion (Masle et al.
2005).

Para comprobar si la causa de la gradacion del fenotipo de los alelos mutantes
de ACL5 era la mutacion del gen ER, presente en las lineas en fondo La-er,
decidimos analizar el fenotipo de enanismo en poblaciones en las que so6lo
estuvieran segregando las mutaciones de acl5 y er. Para ello, cruzamos el alelo
acl5-4 (en fondo La-er), que tiene un genotipo doble mutante acl5 y er, con una
planta Landsberg (La-0), que tiene un genotipo doble silvestre ACL5 y ER. Si
nuestra hipotesis fuese correcta, en la generacion F2 observariamos un 18,75 %
de plantas enanas con fenotipo leve (genotipo acl5 ERECTA) y un 6,25% de
plantas enanas con fenotipo severo (genotipo acl5 er); mientras que si fuese
erronea, encontrariamos unicamente plantas enanas con fenotipo severo. Como
se puede ver en la Figura 10, en la generacion F2 aparecieron tanto plantas
enanas leves como severas, y en proporciones parecidas a las esperadas, lo cual
indica que ER es un modulador del fenotipo de acl5, y sugiere que ER y ACLS

interaccionan genéticamente para controlar el tamafio del tallo.
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B

Segregacion de la F2 del cruce
La-0 x acl5-4 (La-er)

Fenotipo Cantidad| %
Fenotipo silvestre 119 |66.5
Fenotipo ac/5-4 (La-0) 48 26.8
Fenotipo acl5-4 (La-er)| 12 6.7

ba) atBZ a2
(La-er) (La-0)

Figura 10. Cruce entre La-0 x ac/5-4 (La-er)
A- Plantas parentales y resultado de la segregacion en la F2, ac/5-4 (La-0).
B- Tabla con la segregacion en la F2 del cruce.

2.2. Caracterizacion genomica del alelo acl/5-4

Otra estrategia para encontrar moduladores de ACL5 seria la busqueda de
supresores extragénicos del mutante ac/5 mediante un proceso de mutagénesis
con metanosulfonato de etilo (EMS), siendo el criterio de busqueda, la

recuperacion del fenotipo enano del mutante.

Para evitar la posible aparicion de falsos positivos por reversion de la mutacion
acl5, decidimos utilizar el alelo ac/5-4 (mutante por delecion) en lugar de acl5-
1 (mutante puntual) para la mutagénesis. Ademas, el fenotipo mas severo de
acl5-4 nos permitiria encontrar lineas supresoras mas débiles del fenotipo
enano. El unico problema que planteaba acl5-4, era el desconocimiento de la
secuencia del fragmento delecionado, del que unicamente sabiamos que debia
tener un tamafio de 2,4 Kb (Hanzawa et al. 2000); por ello decidimos
caracterizar la delecion, para poder disefiar un sistema de genotipado por PCR
de las lineas supresoras y, ademas, para asegurarnos que la delecion no afectaba
a ningun gen contiguo a ACLS.
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Una primera aproximaciéon para conocer con precision la secuencia del
fragmento delecionado consistié en amplificar por PCR pequeios fragmentos
en las regiones 5'y 3' de ACL5 en el mutante acl5-4. De esta manera se
determind que la delecion afectaba a la zona 5' del gen. A continuacion se
digirié el DNA genomico del mutante ac/5-4 con Xba I, se forz6 la formacion
de moléculas circulares de DNA mediante ligacion intramolecular, y se realizo
una PCR con los oligos inversos indicados en negro en la Figura 11, para
determinar con precision las secuencias flanqueantes a la delecion. De esta
manera se pudo concluir que la delecion abarca desde la posicion -693 hasta la
+1370 tomando como referencia la posicion de la adenina del codon de inicio
de ACLS5. La informacion obtenida mediante este analisis permite descartar que
la delecion afecte a la region codificante de ningiin gen vecino. Ademas, se
pudo disenar un método de genotipado por PCR, basado en la utilizacion de dos
oligonucledtidos que flanquean la region delecionada y, un tercero, dentro de
dicha region (ver Materiales y Métodos, pagina 124).

acl5-3 (La-er)
(Insercién Ds)

acl5-1
(Col-0)
(E 2K)
Xball TAA Xbal
5 - £ 3
“ 3
=
acl5-4 (La-er)
(Delecion)
|
500 pb

acl5-5 (Col-0)
(Insercion T-DNA)

Figura 11. Caracterizacion genémica de los alelos del mutante acl/5. Las cajas
negras representan los exones del gen ACL5, estando indicados el codén de inicio
(ATG) y el coddon de parada (TAA). En el 4° exdn se muestra el cambio de
aminoacido del alelo ac/5-1. Los triangulos indican las inserciones de los alelos
acl5-3 y acl5-5. La linea punteada abarca la delecion de 2 Kb del alelo acl5-4, las
flechas grises indican los oligonucleétidos usados en las PCRs de las regiones 3" y
5; las flechas negras dobles indican los oligonucleétidos usados en la PCR, en la
que se us6 como molde el producto de la autoligacion.

33



Modo de accion de la termoespermina en el desarrollo de Arabidopsis thaliana

2.3. Busqueda de supresores del mutante acl5-4

Con la intencion de encontrar mutaciones que suprimieran el defecto de
crecimiento causado por la ausencia de termoespermina, se mutagenizaron con
EMS alrededor de 20000 semillas de acl5-4. El analisis de la generacion M1
indico que la mortalidad causada por el tratamiento rondaba el 67%, y entre las
7000 plantas supervivientes encontramos 80 lineas con una mayor altura que el
parental mutante (Figura 12). Las semillas de estas lineas fueron recogidas
individualmente pues podrian tratarse de lineas supresoras dominantes, y las
semillas del resto de plantas fueron recogidas en 86 grupos. El rastreo de las
familias M2 se inicié analizando 1250 semillas de cada uno de los ocho
primeros grupos, encontrando 13 lineas supresoras recesivas (1 en el 1% grupo,
3enel2°2enel3° lenel5% lenel 7°y 5enel 8°).

: T A WA T e
Figura 12. Generacion M1 de plantas acl/5-4 mutagenizadas con EMS; se pueden
apreciar diversas lineas supresoras de mayor altura que el mutante ac/5-4.
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Ante la gran cantidad de supresores potenciales que habiamos identificado en el
rastreo, decidimos cesar el andlisis de la M2 y concentrar el esfuerzo en los
obtenidos a partir de la M1, por su posible naturaleza dominante.

2.4. Caracterizacion fenotipica de los supresores
dominantes de acl5-4

Para comprobar el fenotipo supresor de los mutantes aislados durante el rastreo
de la M1, se sembraron alrededor de 30 semillas de cada una de las 80 lineas
identificadas y se analizd la segregacion del fenotipo de recuperacion del
tamano del tallo. Esto permitié eliminar 40 lineas que no mantenian el fenotipo
supresor en su progenie, o que simplemente no germinaron.

Para evitar que se diluyesen nuestros esfuerzos ante tan extenso numero de
lineas, decidimos priorizar el estudio de todas aquellas que cumplieran tres

criterios de seleccion:

1°. Se descartarian aquellas lineas que fuesen contaminaciones de plantas
silvestres y no supresores con genotipo acl-4. Para ello, genotipamos cada una
de las lineas siguiendo el método descrito previamente, comprobando que todas
ellas eran portadoras del alelo ac/5-4 y no habia ninguna contaminacion (Figura
13).
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Figura 13. Gel de agarosa para genotipar la delecion del alelo ac/5-4 mediante
PCR con DNA gendmico de las lineas supresoras, en el carril superior el orden
de las muestras, de izquierda a derecha, es La-er, acl5-4, lineas |, IV, V, VI, VII,
VI, X, X1, XIV, XVI, XVII, XVII, XX, XXI, XX, XXV, XXVI, XXVII, XXV, XXIX,
XXXI, XXXIX, XLVI, XLV, L, LI, LIl y LIlI; en el carril inferior el orden de las
muestras, de izquierda a derecha, es Col-0, acl5-4, lineas LIV, LVIII, LIX, LX,
LXV, LXVI, LXVII, LXIX, LXXVII, LXXIX y LXXX. Una banda de 548 pb
corresponde al genotipo acl5-4 y una banda de 376 pb corresponde a genotipo
silvestre. EI marcador de DNA es el GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
(Fermentas).

2°. Eliminar aquellas lineas que no segregasen del modo esperado para una
mutacion monogénica dominante. Asi pues, analizamos la segregacion del
fenotipo supresor en la progenie de cada linea seleccionada en la Ml y
descartamos todas aquéllas con menos de un 50% de individuos supresores
(Tabla 1).

3°. Priorizar el estudio de las lineas que no presentaran problemas adicionales
de germinacidn. Para establecer esta categoria consideramos que las lineas en
las que germinaban menos de un tercio de 30 semillas sembradas presentaban
graves defectos de germinacidn y, por tanto, fueron apartadas (Tabla 1).
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Tabla 1. Tabla de segregacién de la poblacion M2 de las 80 lineas M1. Sélo se
muestran las 40 lineas M1 que contenian plantas con fenotipo supresor en la M2,
las otras 40 lineas fueron eliminadas al no volver a presentar fenotipo supresor
en la M2. El color marrén sefala aquellas lineas eliminadas por germinar menos
de un tercio de las semillas. El color gris sefiala las lineas eliminadas por tener
un porcentaje menor al 50% de plantas supresoras en la M2.

Fenotipo Fenotipo Porcentaje Linea Fenotipo Fenotipo Porcentaje

Linea
supresor acl5 supresores supresor acl5 supresores
I o 18 9 67
\% 15 8 65 XXXIX 16
v 16 8 67 -———
Vi 17 8 68 XLV 14
Vil 19 7 73 -———
VIII 15 4 79 11
25 3 -———

XV 20 Vil 20 4 83
i 2 93 X2 w1
i 17 X 18 5 78
-——— v T 2%
XX 16 Vi 19 5 79
-——— w13 5
XXV 4 XX 18 9 67
XXvi 16 8 67 LXXVII 17 9 65
Vi 12 6 67 LXXIX

XXVIL 18 3 86 -———

Una vez finalizado el proceso de seleccion, renombramos a estas 24 lineas

dobles mutantes (ac/5-4 + mutacion responsable del fenotipo supresor) con el

nombre de gjax (ajx) en referencia a Ajax'

' Ajax: Héroe mitolégico griego. En La lliada de Homero se le describe como un
guerrero de gran altura y fuerza colosal, que se suicid6 tras una disputa con Ulises por

la armadura de Aquiles.
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Con el objetivo de seleccionar un niimero razonable de mutantes para someter a
un cartografiado génico, decidimos aplicar un criterio de diversidad y
clasificacion fenotipica como alternativa al analisis de complementacion, que
habria sido un abordaje mas ortodoxo, pero mas complicado y dilatado en el
tiempo al haber requerido la realizacion de 276 cruces entre las distintas lineas
ajax. Este analisis fenotipico se centrd en la capacidad de supresion del defecto
causado por la pérdida de funcion de ACL5 en diversos caracteres.

El primer caracter analizado fue la altura de cada linea. Atendiendo a este
caracter, las distintas lineas presentaban una notable variacion en el nivel de
supresion (Figura 14).

b \ = | “ad
5 5 A
-~ ; ‘I[
S - > ; .\1:';.';.-? :

g

acl5-4  apx-LI  ajx-XXVI ajx-LXIX  La-er ajx-1V

Figura 14. Lineas supresoras ajx de diversas alturas.

Esta gradacion podia deberse a variaciones alélicas dentro de un mismo gen
mutado (es decir, alelos distintos con distinta actividad supresora) o a
mutaciones en genes distintos. En prevision de que se tratara de una
combinacion entre ambas posibilidades, establecimos tres categorias distintas en
funcion de la altura final de 14 lineas representativas (Figura 15), razonando
que seria mas facil evitar la duplicidad innecesaria del trabajo de cartografiado
si nos centrabamos en un mutante de cada una de las distintas categorias.
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acl5-4 ajxV ajxLl ajx axXX ajx  ax ajx ajxX ajxVIII ajx  ajx La-er ajxIV ajx  ajx
Lvi XXXIX XXVI LXXIX LXIX LXXVII XVII  XXXI

Figura 15. Altura de las lineas supresoras ordenadas de menor a mayor. En
color gris las lineas control acl5-4 y La-er, en color azul las lineas de altura
sensiblemente menor al silvestre, en color verde las lineas de altura levemente
inferior al silvestre, en color rojo las lineas de altura similar al silvestre. La altura
media se calculé sobre un minimo de 10 individuos, las barras de error
representan la desviacion estandar.

El segundo caracter analizado fue la capacidad de supresion de la proliferacion
de los haces vasculares mostrada por el mutante ac/5 (Hanzawa et al. 1997,
Muiliz et al. 2008). Para ello se examinaron al microscopio secciones
transversales de los tallos de las distintas lineas supresoras. Al igual que con la
altura de la planta, se detectd una gradacion entras las diferentes lineas ajx
(Figura 16). Curiosamente, se aprecié una relacion directa entre la capacidad de
supresion de la proliferacion de haces vasculares y la altura de cada linea.
Unicamente la linea ajx-IV escapé a esta regla, al tener una altura similar al
silvestre y una gran cantidad de haces vasculares.
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Figura 16 (I). Cortes histologicos de los supresores (l). Cortes transversales de
tallos basales de plantas de 6 semanas tefiidos con azul de toluidina. Las lineas
estan ordenadas al igual que en la figura anterior de menor a mayor altura.
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Figura 16 (ll). Cortes histoldgicos de los supresores (ll). Cortes transversales de
tallos basales de plantas de 6 semanas tefidos con azul de toluidina. Las lineas
estan ordenadas al igual que en la figura anterior de menor a mayor altura.
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A la vista de estos resultados, establecimos como prioridad la clonacién
posicional de los genes mutados en las lineas ajx-X, ajx-XXXI 'y ajx-IV. Las dos
primeras correspondian a las dos categorias de mayor altura de tallo, mientras
que la tercera presentaba un comportamiento especialmente atractivo en
principio, por no coincidir perfectamente la altura de la planta con la capacidad
de suprimir el defecto de los haces vasculares.

El particular fenotipo de ajx-/V nos llevo a analizar otro caracter defectivo de la
mutacion acl5, que ademas se ha propuesto como la causa primaria del defecto
de dicho mutante: la incapacidad de formar metaxilema (Muiiz et al. 2008).
Este tipo celular del xilema lo componen células muertas que forman la
auténtica canalizacion funcional para el transporte de agua y sales minerales. Su
identidad se reconoce principalmente por la ornamentaciéon punteada de su
pared celular. Puesto que ajx-IV parece mantener el defecto de
hiperproliferacion del tejido vascular, la cuestion a resolver era si dicha
proliferacion se producia a costa del metaxilema, como en ac/5. Como se ve en
la Figura 17, tanto ajx-IV como las otras dos lineas seleccionadas para la
clonacion posicional (ajx-X'y ajx-XXXI) recuperaban con la misma eficiencia la
proporcion de células de metaxilema, hasta alcanzar valores equivalentes a los
observados en el silvestre.
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Figura 17. Cuantificacion de los tipos celulares de protoxilema y metaxilema en
las lineas supresoras. Las barras de error representan la desviacion estandar.

2.5. Clonacion posicional de AJAX1 y AJAX2

Para llevar a cabo la clonacion posicional de los genes mutados de las lineas
ajx-1V, ajx-X y ajx-XXXI, se generaron mediante cruce, poblaciones F2 entre
dichos mutantes (cuyo genotipo relevante seria acl5-4 ajx-D en fondo La-er) y
el mutante acl5-5 (en fondo Col-0). En una primera fase se seleccionaron 50
individuos con fenotipo enano (homocigotas para acl5 y para el locus silvestre
de AJAX“") de cada una de dichas poblaciones. Dichos individuos se utilizaron
para realizar un cartografiado de baja resolucion en el Servicio de Cartografiado
Génico de la Universidad Miguel Hernandez de Elche. Fruto de este analisis se
pudo concluir que ajx-IV portaba una mutaciéon supresora en el cromosoma 5,
mientras que ajx-X y ajx-XXXI portaban mutaciones en una misma region del
cromosoma 1. Puesto que este resultado sugeria un probable alelismo entre estas
dos ultimas mutaciones, se decidid proseguir Uinicamente con el cartografiado
de dos de las tres lineas, ajx-IV'y ajx-XXXI, posponiendo la comprobacion del
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alelismo para cuando se conociera la identidad del gen mutado en esta ultima

linea.

El cartografiado de alta resolucion de ajx-1V'y ajx-XXXI se efectud a partir de
mutantes enanos de la F2 de los cruces previamente mencionados, en los que se
analizé la frecuencia de recombinacion de diversos marcadores moleculares
polimorficos para las accesiones Col-0 y La-er. Dicho andlisis se llevo a cabo
tanto en el Servicio de Cartografiado Génico de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche, como en nuestro laboratorio (ver Materiales y Métodos,
pagina 126). Como resultado, el intervalo para la presencia de los loci mutados
quedo reducido a 81 y 93 Kb en las lineas ajx-IV 'y ajx-XXXI, respectivamente
(Figuras 18 y 19).

Figura 18. Clonacion posicional del gen AJAX1.

A- Representacion del cromosoma 5 de A. thaliana entre 23 Mb y 29 Mb; o —
marcador MUA2, B — marcador K8K14; los numeros indican las plantas
recombinantes con al menos un alelo Col-0 para cada marcador.

B- Representacion de la region de 136 Kb con 3 BACS solapantes, resultante del
analisis de alta resolucion; y — Marcador Cer455797, 8§ — Marcador Cer458067,
¢ — Marcador Cer440084.

C- Representacion de la region de 81 Kb con 22 genes candidatos, desde el
At5g64230 hasta el At5g64440, resultante del analisis de dCAPS. En rojo el gen
At5g64340 donde se encontrd la mutacion.

D- Representacion de la secuencia gendémica del gen At5g64340. En letra negra
mayuscula, la ORF principal; en letra verde mayuscula, las uORF; en letra azul la
secuencia de aminoacidos; en letra lila y subrayada base (C - T) y aminoacido
(P > S) mutagenizados. Un ftriangulo negro indica un codén de inicio de
traduccion, un triangulo rojo indica un codon de continuacién de traduccion de un
exon.
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A Cromosoma 5
o
23000000 B 29000000

22

15

MSJ1

At5g64230 At5g64340 At5g64440

ge RTE TGET ATT GCC GIR TAC CGT RRR
Fhet Cys Ile Ala Val Tyr Arg Lys

ag agtgs gtgtgt

TITG AGC TIG AAT CTG TAT TGC CGT GIG ATR CIG TAG
Leu Azn Leu Tyr Cys Arg Val Ile Leu

A TCAR CRR CAT TIC TAT &IG TAC CAT TGT GAR CRR RGA ATC RGC TAG
Gly Ser Gln His Phe Tyr Val Tyr His Cys Glu Gln Arg |le Ser
ttggt a casagtt ATE GIG TGEC
FM=t Val Cys
ChR TCA CCT GET RAG RCR RGR TTT CGR GGA TIG ARG TAC GAG ACC GGA RARC GCT RAC GAR TCR ACR ATT GTR GIG RAGR GIT
Ser Pro Gly Lys Thr Arg Phe Arg Gly Leu Lys Tyr Glu Thr Gly Asn Ala Asn Glu Ser Thr Ile Val Val Arg Val
t

Gln

ATT AR TEC TAT CRR CCE ATE GAT RAT TEC CAG gtttgteccagacEatEatgotottgttatcatactittagottatstagttotagiottota

Ile Glu Cys Tyr Gln Pro Met Asp Asn Cys Gln

cactgtggttttgtgattattotttgtgtttoag GCT GAG TAC TTC AGR CIT CTA CTC ARA CCR GTC ACE TAG ttggtiggt
FAla Glu Tyr Fhe Arg Lew Leu Lew Lys Pro Val Thr

gazaaggac,

w
m

gotzzactgotaagage RTE CCT CTG GRT ARG AGG CAR CEG GAT TTG CCT CTIG GGC TTA AGT CCT CAR GCT TGC TIC RAG
Plet Fro Leu Asp Lys Arg Sln Arg Asp Leu Fro Leuw Gly Leu Ser Pro Gln Ala Cys Phe Lys

GAT ATR GTR GET CGE TICT GIC CTIT CCT RAGR ATT CCT CIC CCT GAG CIT GGG RRR CTR TAT GCR GCT ARG CIT CAG GCT CGC
Asp lle Val Gly Arg Ser Val Lew Fro Arg |le Pro Leu Pro Glu Leu Gly Lys Leu Tyr Als Ala Lys Leuw Gln Ala Arg
TGT TIG CAG CCR CCR CCR TIC CR: TICT TTG CIG TGC AGT CAT GAT ARG GRG TCT TAT GGA ARRA AGR TTC TCR CGG ICT GAC
Cys Leu Gin Pro Fro Pro Phe Gln Ser Leu Leu Cys Ser His Asp Lys Glu Ser Tyr Gly Lys Arg Phe Ser Arg Ser Asp
ATG CGE TCT TGE TEC GCT GCT GCT ACT ACT ACT ACT ACT CCR CIT GGA GCR TTR GAG TCT TCT CRG RARR RAGR CIT TIG RTR
Met Arg Ser Trp Cys Ala Ala Ala Thr Thr Thr Thr Thr Fro Leu Gly Ala Lew Glu Ser Ser Gln Lys Arg Leu Leu lle
TIC GAT CAG TCR GGR GAC CRE ACT CGT CTR TTR CRR TGT CCR TIT CCT CTIR CGG TIT CCR TCT CAT GCG GCT GCR GRR CCR
Phe Asp Gln Ser Gly Asp Gln Thr Arg Leu Leu Gln Cys Fro Phe Pro Leuw Arg Phe Pro Ser His Ala Ala Ala Glu Pro
GIG 2k CIC TCT GAG TTR CRR GGT RATR GRGC RAR GCT TTC ARR GRR GAT GGT GRR GRAG TIT CAC ARG AGT GAT GGR RCR GAG
VWal Lys Leu Ser Glu Leu Gln Gly Ile Glu Lys Ala Phe Lys Glu Asp Gly Glu Glu Phe His Lys Ser Asp Gly Thr Glu
TCAR GAR ATC CAT GAR GAC ACT GAC CGAC ATC ART GCA TTG CTRA TAT TCA GAT GAT GAT TAT GAT GAT GAT TGC GAC ACT GAT
Ser Glu Met Hiz Glu Asp Thr Glu Glu Ile Asn Ala Leuw Leuw Tyr Ser Asp Asp Asp Tyr Asp Asp Asp Cys Glu Ser Asp
GAT GRR GTR ATG RGC ACT GGT CRC ICT CCT TAT CCR RRT GAR GGR GIT TGC RRC RAR RGE GRAR TTR GAR GRR ATC GRT GGT
Asp Glu Val Met Ser Thr Gly His Ser Pro Tyr Pro Asn Glu Gly Val Cys Asn Lys Arg Glu Leuw Glu Glu Ile Asp Gly
CCT TGT 2Rh AGG CRAG RRR CTR CTG GAT ARG GIC RAC RAAC ATC AGC GAC TTR TCR TCR CIT GIG GGC ACT GAG AGC TCC RCR
Fro Cys Lys Arg Gln Lys Leu Lew Azp Lys Wal Asn Azn |le Ser Asp Lew Ser Ser Lew Val Gly Thr Glu Ser Ser Thr
CRh CIC RRAT GGAR TICT TCC TTIT CTIT ARG GAC RRX RRAG CTC CCT GRR TCR RARR RCC RATR TCG ACC RRR GAG GRC ACT GGET TCT
Gln Leu Asn Gly Ser Ser Phe Lev Lys Asp Lys Lys Leu Pro Glu Ser Lys Thr Ille Ser Thr Lys Glu Asp Thr Gly Ser
GGT CIG AGC RAC GAG CAG TCG ARG RRR GAC RAGC ATC CGC ACR GCT CIG ARR RTR CIC GAG AGC GTR GIC CCT GET GCR RAR
Gly Leu Ser Asn Glu Gln Ser Lys Lys Asp Lys |le Arg Thr Als Leu Lys Ile Lew Glue Ser Val Val Pro Gly Ala Lys
GEA RRC GRR GCG CTC TTR CTIT CTIG GAC GAR GCRL ATT GAT TAC CIR ARG TTIG CTG RAR CGR GAC TTR ATC TCC ACR GRG GIT
Gly Asn Glu Ala Leu Leu Leu Leu Asp Glu Ala Ile Asp Tyr Leu Lys Leu Leu Lys Arg Asp Leu lle Ser Thr Glu Val
ALG RRC CRR AGC TCC ACC ACT CRC ARG TCR CCRh ATC TTG TTG CIT ARR
Ly=z Aszn Gln Ser Ser Thr Thr Hiz Lys Ser Fro |le Leu Leu Leu Lys
GAT RAE GCE TGR z=g=ttot gtgaagtgggtttttgaggtacgtat
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Para localizar las mutaciones correspondientes dentro de los intervalos,
escogimos una estrategia de secuenciacion de los genes comprendidos en dichos
intervalos, a partir de DNA gendmico de ajx-IV'y ajx-XXXI. Tras secuenciar tres
genes en ajx-1V, y doce en ajx-XXXI, localizamos en cada linea una mutacion
del tipo G/C > A/T, acorde a lo esperable para una mutacion inducida por EMS
(Greene et al. 2003).

La mutacion en ajx-IV se encuentra en la region correspondiente a la 5'-UTR
del gen At5g64340, que pasé a denominarse AJAXI (AJXI), mientras que el
alelo mutante se renombrdé como ajx/-4. Sorprendentemente, la mutacion de
ajx-XXXI se localizaba asimismo en la region 5°-UTR del gen At1g29950, que
pas6 a denominarse AJAX2 (AJX2); el correspondiente alelo mutante se
renombréd como ajx2-31. En los correspondientes RNA mensajeros, las
mutaciones identificadas afectan a un pequefio marco abierto de lectura (WORF,
upstream Open Reading Frame) diferente al marco abierto de lectura principal
del gen (ORF, Open Reading Frame) y, en ambos casos, resultan en un cambio
de aminoécido en el pequenio péptido supuestamente codificado por la uORF.

Figura 19. Clonacion posicional del gen AJAX2.

A- Representacion del cromosoma 1 de A. thaliana entre 8 Mb y 12 Mb; o —
marcador AthZFPG, B — marcador SNP10026; los numeros indican las plantas
recombinantes con al menos un alelo Col-0 para cada marcador.

B- Representacion de la region de 222 Kb con 4 BACS solapantes, resultante del
analisis de alta resolucion; y — Marcador Cer479911, & — Marcador Cer480732,
¢ — Marcador Cer479895.

C- Representacion de la region de 93 Kb con 21 genes candidatos, desde el
At1g29830 hasta el At1g30020, resultante del andlisis de dCAPS. En rojo el gen
At1g29950 donde se encontré la mutacion.

D- Representacion de la secuencia gendémica del gen At1g29950. En letra negra
mayuscula, la ORF principal; en letra verde mayuscula, las uORF; en letra azul la
secuencia de aminoacidos; en letra lila y subrayada base (C - T) y aminoacido
(L > F) mutagenizados. Un triangulo negro indica un coddn de inicio de
traduccion, un triangulo rojo indica un codén de continuacion de traduccion de un
exon.
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A Cromosoma 1

o B

8000000 12000000

B Fi15D2 FINIS

13M22 TIP2

1

7 >

At1g30020

tttggtttgtgatoatgasstogasasacatttattotggatoogatgttastg
ket
CCT ARRR GIT GIG CIT TTIT TAT TAT CIG RAT CRG GRR TTR GAR ATT TCC CAT TTIT TIT &IT TICT CIG TIT TGT TIT
Fro Lys Wal Val Leu Phe Tyr Tyr Leu Asn GIn Glu Leu Glu lle Ser His Phe Phe Val Ser Leu Phe Cys Phe
ECC AGT AGT TAT TIT AGE ATT CTAR CCT CGR AgttagtgocCtttoascticCotatactgEsastatattagtatttgastagogttggto
Ala Ser Ser Tyr Phe Arg lle Leu Pro Arg
ctaatttttgtttgtttgtgeaght TIT GIG AGR AGR GGA RCE GTA TIT AART ARCR CIT RCR RRT TTG ATR TIG GRR GRR
FFhe Val Arg Arg Gly Thr Val Phe Asn Thr Lew Thr Asn Leu Ile Leu Glu Glu
CCR RRE ATE CCC TGE RCR GCR TIC TIC ATG TIT TTIC RRC AGR ARCT TGEC ACT CET CIG GIT GIC TTIT TIC CIC GIT
Fro Lys Met FPro Trp Thr Als Phe Phe Met Phe Phe Asn Arg Thr Cys Thr Arg Leu Val Val Phe Phe Leuw Val
ATT CIG TRR £

tgtt

caggtgagccagoctctoatttocacatottgtgtttttgtottacattggtacottgtggaagoaaattttgtyg

Ile Leu

ttgccaccttatatacagottottgtgttaaaactattggoatotottocttgttttgoaggtgttgt atteoggas =

tgottattatactggttagtittgtgags ATE TEC ATT GIT GER RRC RAC RRAC GGR RRC CGR TCR TTG ARG GRR RTR GERL
FMet Cys Ile Val Gly Asn Lys Lys Gly Asn Arg Ser Leu Lys Glu lle Gly

ACT TIT ATG RTG ACT RCR TGT TIC ATT GCT RRT TAC CRR TCC GIT CRR GIT TGC CAG gtacatgocctcoctotttgatttag

Thr Phe Met Met Thr Thr Cys Phe |le Ala Asn Tyr Gin Ser Val Gln Val Cys Gln
tatttoctzacacttotatogottaggosacactgatttatgtosttasaaageactotatoctottgetgacatgtgyatagotatttgttagagtatt
E@ccatagtttttotgetattosacotttottataaatoattgoayg GCT GRR TAT TIC AGR CRE TTIG CTIT ARE CCT TR RCE TAG
FAle Glu Tyr Phe Arg Gln Leu Leu Lys Pro Val Thr

A asatttactgtgagttgtta R,

scttagtgtagtagtaactgagoagotggaagottacaaaggogacaaateggta
t ecgtttgeacgggttttotg ATE CAG RAC AAT CAG TTT
Mzt Gln Asn Asn Gln Fhe
GAT GRR GIG GGT GAC RAGR RRT ATG CARC RRC CCE TAT GCR TCR GGG TCR TCC TAT GAT GCT TTG
Azp Glue Val Gly Asp Arg Asn Met His Asn Fro Tyr Ala Ser Gly Ser Ser Tyr Aszp Ala Leu
GCR ARG TTIG CCR TAC CAT GET GIT GRR CIT CRR CCE TCT GCG GIC TGT CCR RAG RAC TTIT GIC
Ala Lys Lzu Pro Tyr His Gly Val Glu Leu Gln Pro Ser Ala Val Cys Pro Lys Asn Phe Val
ACR TRT GRC CGC RAGC CRAR GIG ATG TRC CAT CCT GAG CIG ACT CAT ARG CIC ATG RRT ACC CCT
Thr Tyr Asp Arg Ser Gln Val Met Tyr His Pro Glu Leu Thr His Lys Leu Met Asn Thr Pro
TTR GCT TCG RCG TIT CAG RARC GRGC TART GIT GGE GGA AGT TAT GGT ARC TRAT GGT RAC TAT GAG
Lzu Als Ser Thr Phe Gln Azn Glu Tyr Val Gly Gly Ser Tyr Gly Aszn Tyr Gly Asn Tyr Glu
TCT TCT TAT CRR GRAR GAT CCR ART GARG RTC GAT GCT CIC TTIG AGC GCR GAT GAR GAT TAT GARRL
Ser Ser Tyr Gln Glu Asp Pro Asn Glu |le Asp Ala Leu Leu Ser Ala Asp Glu Asp Tyr Glu
ART GRR GGT GRR GAG GAT GET GGT GAT TCR GRR GRAR GIC AGC ACT GCT CGT ARCT TCT TCC AGG
Asn Glu Gly Glu Glu Asp Gly Gly Asp Ser Gluw Glu Val Ser Thr Ala Arg Thr Ser Ser Arg
ACC ACR GCR GRR TCT TGT TET TCC AGT TAT GGT TAC RAC RAC ARC RARC RRC RAC RAC TCR AGG
Thr Thr Ala Glu Ser Cys Cys Ser Ser Tyr Gly Tyr Asn Asn Asn Aszn Asn Asn Asn Ser Arg
TCE GEC AGT GCT AGT AGT AGT ARC ART GAT GGE RAR GGR CGT ARR ARG RTG RAG RAG ATG ATG
Ser Gly Ser Ala Ser Ser Ser Asn Asn Asp Gly Lys Gly Arg Lys Lys Met Lys Lys Mzt Met
AGR RTT GIC CCT GGR GGR GAR CRGC ATG RAT RCR GCT TGC GIT CIT GAT GRR GCT GIT CARG TAT
Arg lle Val Pro Gly Gly Glu Gln Met Asn Thr Ala Cys Val Leu Asp Glu Ala Val Gln Tyr Leu Lys Ser Leu
ARR RTC GRR GCT CRAG RRR CIT GGC GIT GGA CAT TTC TCR RRC CRRL TCT TGR cggt
Lys Ile Glu Ala Gln Lys Leu Gly Val Gly His Phe Ser Asn Gln Ser

ttgtttotogggaggtaaatocatoggtoctagogotatotggacoctttototttattttoctoocctotatactocacttoocttttgttggoaggatggta
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2.6. Caracterizacion molecular de los genes AJAX

AJAX1 y AJAX2 codifican factores de transcripcion de la familia basica-Hélice-
Lazo-Hélice (bHLH), que estdn encuadrados dentro del subgrupo 13 segln
Toledo-Ortiz (Toledo-Ortiz et al. 2003) (Figura 20). Ademds de AJAXI
(At5g64340) y AJAX2 (At1g29950) en este grupo figuran también At5g09460 y
At5g50010 a los que, a partir de ahora denominaremos AJAX3 (4JX3) y AJAX4
(4JX4) respectivamente. Los cuatro miembros de esta subfamilia destacan por
ser los tnicos bHLH que presentan una 5’-UTR larga con uORFs conservadas.
Ademas carecen de un dominio basico bien definido (Figura 20C), por lo que
podrian catalogarse como proteinas HLH. Este tipo de proteinas es incapaz de
unirse directamente al DNA, sino que regulan la transcripcion a través de la
interaccion fisica con otras proteinas con dominio de unién al DNA ,casi
siempre un bHLH (Hornitschek et al. 2009). Durante el transcurso de esta Tesis,
AJAX]I fue también identificado en otro laboratorio como supresor de acl5 y fue
denominado SAC51 (Imai et al. 2006).
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Grupo 13

C

At1g09530-PIF3
At2g43010-PIF4
At5g67110-ALCATRAZ
At4g36930-SPATULA
At5g64340-AJAX1
At5g09460-AJAX3

Basico Hélice

Figura 20. La familia de las proteinas bHLH en Arabidopsis thaliana.
A- Arbol filogenético con las 147 hipotéticas proteinas bHLH de Arabidopsis
thaliana, divididas en 21 subfamilias (Toledo-Ortiz et al. 2003).

B- Detalle de la subfamilia nimero 13 que comprende AJAX1,2 ,3y4.

C- Alineamiento de aminoacidos del dominio bHLH de los 4 genes de la subfamilia
13 (sin dominio basico de uniéon a DNA) y de otros 4 genes con funcién bHLH
conocida (con dominio de unidon a DNA).
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Para averiguar si el resto de las lineas supresoras dominantes encontradas en
nuestro rastreo presentaban mutaciones en alguno de los cuatro genes 4JAX,
examinamos la secuencia de dichos genes en todas las lineas disponibles
(Figura 21).

A

UORF * ok . * sk e KkkEkkER ckkkkk

AJAx] MVCQSPGRTRFRGLKYET-GNANESTIVVRVIECYQPMDNCQAEYFRLLLKEVE

sach1-d ajx1-27 ajx1-4 ajx1-69

uORF
AJAX2 -MCIVGNKKGNRSLKEIG----- TFMMTTCFIANYQSVQVCUGAEYFRQLLKPVT

ajx2-48 ajx2°10  ajx2°31  ajx2-8

uORF
AJAX3 MVSQSAGQTRFRTFKYENNGDSSRPTIVVRVIACFQPMDNCQAEYFRHILKPVT

ajx3-5 ajx3-58 ajx3-18

uORF
AJAX4 MVCQSAGQTRFRTLKHEH-GITG- -NIVVRVIACFQPLQDCQAEYFRQLLKPVT

B
sach1-d | ajx1-27 | ajx1-4 | ajx1-69 | ajx2-48 | ajx2-10
Aminodacido silvestre Q R P T R Q
Aminoacido mutado STOP | S M STOP | STOP

ajx2-31 | ajx2-8 | ajx3-5 | ajx3-58 | ajx3-18

Aminoacido silvestre L P R L \Y

Aminoacido mutado F S STOP F M

Figura 21. Alelos de los genes AJAX con capacidad supresora de acl5

A- Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las uORF de AJAX1, 2, 3y
4. Los aminoacidos marcados con un cuadro de color son aquellos que mutan,
los rojos indican que la mutacion produce un coddn de parada de la traduccién y
los verdes indican que la mutacion produce un cambio de aminoacido. El numero
de cada alelo corresponde al nimero de la linea ajx. Los asteriscos, dos puntos y
puntos, indican de mayor a menor grado la conservacién de cada aminoacido

B- Tabla con las mutaciones de todos los alelos de AJAX1, 2, 3y 4. El término
STOP indica un codén de parada.
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Salvo en el caso de 4J4X4, para el que no encontramos ninguna mutacion entre
las 37 lineas supresoras analizadas, la secuenciacion permiti6 identificar nuevos
alelos mutantes en AJAXI/SAC5] y en AJAX2, asi como mutaciones
equivalentes en 4JA4X3, siempre en la misma uORF de la 5°-UTR (Figura 21).
En varios de estos casos, las mutaciones provocaban la apariciéon de un codéon
de parada prematuro, mientras que en los casos en los que se producia una
sustitucion aminoacidica, ¢sta siempre se localizaba en la seccion C-terminal

altamente conservada del péptido supuestamente codificado por las uORF.
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3. Analisis funcional de los genes 4J4X en el desarrollo
vascular

3.1. Superproduccion de bHLH en los mutantes ajax

La coincidencia de todas las mutaciones identificadas en una uORF equivalente
de las regiones 5’-UTR de los tres genes AJAX y el caracter dominante de la
supresion, nos hicieron plantear la hipotesis de que la uORF ejerceria un papel
negativo sobre la traduccion de la ORF principal que codifica el posible factor
de transcripcion con el dominio HLH, al igual que ocurre con otros genes de A.
thaliana (David-Assael et al. 2005; Nishimura et al. 2005). Las mutaciones de
la uORF anularian este efecto represor para permitir la acumulacion de dicho
factor de transcripcion y, por consiguiente, la supresion de acl5. Para poner a
prueba esta hipdtesis, decidimos investigar el efecto de la presencia de diversas
formas de la uORF sobre la traduccion de A4JAX2 en un sistema de

transcripcion-traduccion in vitro.

Las cuatro construcciones que examinamos contenian la ORF principal de
AJAX2 bajo el control de un promotor activo en el sistema de germen de trigo,
como se indica en la Figura 22A. La primera carecia de la uORF; la segunda
contenia la version silvestre de la uORF justo antes de la ORF principal; la
tercera contenia la version del alelo ajx2-37 de la uORF (una mutacién que
provoca el cambio de un aminoacido conservado); y la cuarta contenia el alelo
ajx2-48 de la uORF (provoca una parada prematura en la traduccidon de la
uORF).

Aunque nunca pudimos detectar la presencia del pequefio péptido codificado
por la uORF, si que pudimos detectar cambios en la produccion de la proteina
codificada por la ORF principal, dependiendo de la version clonada de la uORF
en la region 5° (Figura 22B). Asi, mientras que la presencia de la uORF
silvestre reducia sensiblemente la traduccion de la ORF principal, hasta a un
10% del nivel de proteina sin ninguna uORF, cualquiera de los dos alelos
mutantes clonados permitié recuperar la capacidad de produccion del bHLH

hasta un 35% del nivel de proteina sin ninguna uORF.
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N\l SP6 AJAX 2 Poli A

A2 BEEG UORF (silvestre) AJAX 2 Poli A
A LWORE ol AJAX2 g

A.3 B UORF (ajx2-31) AJAX 2 Poli A

A.4 B UORF (ajx2-48) AJAX 2 Poli A

UORF (ajx2-48)g [ AJAX2 o

A1 A2 A3 A4 Control Lisina.
4 ' vacio verde

E

ok ka4

Figura 22. Transcripcion-traduccion in vitro de AJAX2.

A- Esquema de las construcciones generadas con el plasmido pSP64, que
incorpora el sitio de reconocimiento de la RNA polimerasa SP6 en 5" y una caja
Poli A en 3°. La construccion A1 contiene Unicamente la ORF principal de
AJAX2, las A2, A3 y A4 contienen esta ORF principal bajo el control de la uORF;
en la A2 en su version silvestre, en la A3 la versiébn mutante de ajx2-37(en
morado la posicién de la mutacion) y en la A4 la version truncada de ajx2-48.

B- Efecto de la uORF en la traduccién de AJAX2. Productos del ensayo de
transcripcion-traduccion in vitro marcados con FluoroTect™ Green,ys (Promega),
analizados en geles de mono:bisacrilamida (la flecha verde indica la posicion de
AJAX2).

Si el efecto inhibidor de la traduccion de la ORF principal por parte de la uORF
observado en el sistema de transcripcion/traduccion in vitro es reflejo de lo que
ocurre también in vivo, se podria concluir que la supresion de acl5 por parte de
las mutaciones ajx se debe a una superproduccion del factor de transcripcion
bHLH codificado por los genes AJAX. En tal caso, una prediccion que se puede
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poner a prueba experimentalmente es que la expresion de la ORF principal de
AJAX2 (sin su region 5°-UTR) deberia rescatar el fenotipo enano de acls
(Figura 23).

ek ¢ | ~

Col-0 acl5-5 acioadd

-35S::AJAX2

16

15
N

Expresion relativa de AJAX2

N
2
L I I I & B
acl5-5 + .
Col-0 acl5-5 355::AJAX2 La-er acl5-4 ajx2-31

Figura 23. Sobre-expresion del gen AJAX2

A- Plantas Col-0, acl5-5, sobre-expresante AJAX2 en fondo acl5-5, La-er, acl5-4
y ajx2-31

B — Expresion relativa de AJAX2 en hojas caulinares de plantas adultas de Col-0,
acl5-5, acl5-5 + 35S::AJAX2, La-er, acl5-4, ajx2-31.

En efecto, las plantas acl5 que fueron transformadas con 35S::4JAX2

recuperaron un tamafo comparable al de plantas silvestres y al de plantas ac/5

ajx2-31 (Figura 23A), en consonancia con su elevado nivel de expresion de la
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OREF principal del gen AJ4X2 (Figura 23B). Es importante hacer notar que la
expresion de 4J4X2 no estaba alterada en las plantas ajx2-31, lo cual concuerda
con que el efecto de las mutaciones en la uORF de los genes AJAX no consiste
en modificar su nivel de transcripcién sino que, muy probablemente, se

restringe al control traduccional de la ORF principal.

3.2. Relacion funcional entre ACLS5 y los genes AJAX

Una vez establecido el mecanismo molecular de supresion por parte de las
mutaciones en la uORF de los genes 4JAX, surgia al menos una pregunta
referente al papel de estos genes. En concreto, ;son los genes AJAX parte
integrante del mecanismo de control del desarrollo vascular por ACL5 (o su
producto, la termoespermina) o se debe la supresion a que las mutaciones

activan un mecanismo paralelo que compensa la falta de ACL5?

En el primer caso, la funcion de ACLS5 seria permitir la produccion de los
factores de transcripcion codificados por los genes 4AJAX y éstos se encargarian
de impedir la activacion prematura de la muerte celular durante la
diferenciacion del xilema (Muiiz et al. 2008). Las predicciones de este modelo

serian:

e la termoespermina podria regular la traduccion de la ORF principal de
los genes AJAX.

e un mutante de pérdida de funcidon de los genes AJAX mostraria un
fenotipo parecido al del mutante acl/5 (dependiendo de una posible
redundancia funcional con otros genes no identificados).

e las modificaciones causadas por la mutacion acl5 sobre la expresion
génica estarian mediadas, en primer lugar, por la falta de actividad de
los HLH codificados por los genes 4JAX.

Para comprobar la primera de nuestras predicciones, estudiamos el efecto de la
adicion de termoespermina al sistema de germen de trigo de transcripcion-
traduccidn in vitro de la construccion que expresa ambas ORFs en tdndem
(Figura 22A). En contra de lo esperado, la adicion de hasta 0,5 mM de
termoespermina no s6lo no mejord el nivel de traduccion de la ORF principal,
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sino que se redujo la traduccion de la proteina HLH (Figura 24). No obstante, es
probable que este efecto no tenga relevancia fisiolégica, sino que sea un
artefacto provocado al alterar algiin parametro fisico del proceso de traduccion
con la presencia de una alta concentracion de poliaminas, ya que se observo la
misma reduccion en la traduccion cuando se afiadid espermina en lugar de
termoespermina (Figura 24). Por lo tanto, este experimento no permitia extraer
conclusiones acerca de la relacion funcional entre la termoespermina y los
genes AJAX.

SP6 UORF (silvestre) AJAX 2 Poli A

mm

Jl A+O1 A+05 A+0,1 A+05‘
moc mM mM
Spm Spm tSpm  tSpm

’\/‘\/‘\’\/\.

B o ~ W

A

Figura 24. Efecto de la adicion de espermina y termoespermina en la
transcripcién-traduccion in vitro de AJAX2.

A- Esquema de la construccion, con la uORF y ORF de AJAX2, en tdndem.

B- Productos del ensayo de transcripcidon-traduccion in vitro, con adicién de 0,1
mM y 0,5 mM de espermina (Spm) y termoespermina (tSpm).

Con respecto a nuestra segunda prediccion, el alto parecido de secuencia entre
los cuatro genes 4JAX, su relacion filogenética, y el hecho de haber encontrado
mutaciones supresoras de acly en AJAXI, AJAX2 y AJAX3, sugeria una muy
probable redundancia funcional entre ellos. Por tanto, para conseguir un
mutante de pérdida de la funcion AJAX era necesario obtener como minimo el
triple mutante ajx/ ajx2 ajx3. En las colecciones de lineas de insercion de T-
DNA a disposicion publica figuraban al menos dos para 4J4XI1 y dos para
AJAX2, dentro de la secuencias correspondientes a sus cDNAs (Figura 25A).

Sin embargo, solo habia una linea de insercion cercana al locus de 4JAX3 que,
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probablemente no inactivaria a dicho gen ya que estaba situada 845 pb aguas
arriba del codon de inicio de 4J4AX3 (Figura 25A). Puesto que una estrategia
alternativa de construir un microRNA artificial (Schwab et al. 2006) dirigido a
AJAX3 no tuvo éxito (resultados no mostrados), la inica herramienta con la que
podiamos contar seria una triple linea de T-DNA obtenida mediante cruces a
partir de una de las inserciones en AJAX] y AJAX2, y la tnica disponible para
AJAX3. Dicha linea mostré una reduccion casi total en la expresion de AJAXT y
de AJAX2, pero solo del 50% para el gen AJAX3 (Figura 25B). Como era de
esperar, esta linea no mimetizo ni el fenotipo enano de ac/5 (Figura 25C) ni en
la incorrecta formaciéon de los haces vasculares (resultados no mostrados). Por
consiguiente, no es posible concluir si la pérdida real de funcion AJAX
fenocopia a la mutacion acl5.
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Figura 25. Generacién del triple mutante de los genes supresores AJAXS.

A- Lineas de insercion de T-DNA de los genes AJAX1, AJAX2 y AJAX3; las cajas
negras representan el exén de la ORF principal, las cajas grises representan los
exones de las UORFs, los triangulos indican la posicion de cada una de las
lineas de insercion, identificandose cada una de ellas con su nimero y el nombre
que les hemos asignado; ademas se representa el codén de inicio y de parada
de cada ORF.

B- Expresion de los genes AJAX1, AJAX2 y AJAX3 en plantulas de Col-0 y un
triple mutante ajax7-100 + ajax2-100 + ajax3-100.

C- Plantas de acl/5-5, Col-0, triple mutante ajax7-100 + ajax2-100 + ajax3-100.

Por ultimo, para averiguar si los factores de transcripcion bHLH codificados por
los genes AJAX median la regulacion de la expresion génica ejercida por ACLS,
decidimos realizar un abordaje transcriptomico, comparando mediante
hibridacion de micromatrices de DNA el fenotipo molecular de acl5 con el de
tres formas distintas de supresion del fenotipo enano:

58



Resultados

e un alelo ACLS silvestre, de una linea Col-0.

e la supresion de acl5 por 35S::4JAX2 (s6lo la ORF principal), generado

previamente en esta Tesis.

e la aplicacion exdgena de 0,1 mM de termoespermina, que alivia
ligeramente el enanismo de acl5 (Kakehi et al. 2008).

De la comparacion entre los grupos de genes afectados en cada una de las
condiciones podriamos a continuacion, inferir el grado de implicacion de al
menos 4JAX2 (y por extension, todos los 4J4X) en la regulacion del desarrollo
vascular por ACLS.

Los analisis de micromatrices se realizaron con muestras de RNA de tres
réplicas biologicas de plantulas de 14 dias cultivadas en placas de MS (ver
Materiales y Métodos, pagina 132). Cada micromatriz se hibridé con mezclas
de RNAs marcados con fluor6foros distintos dependiendo de la muestra, segun

el siguiente esquema:

e qacl5vs. Col-0
o acl5vs. acl5 + 35S5::AJAX2

e acl5vs. acl5 + 0,1 mM termoespermina

Las medias de las tres réplicas bioldgicas en cada caso fueron filtradas segun los

siguientes criterios:

e solo se consideraron los valores con presencia en, al menos, dos de las

réplicas.

e se etiquetaron como genes diferencialmente aumentados o reprimidos
los que se expresaban al menos 1,75 veces mas en una condicion que
en otra. Los resultados de los analisis para las condiciones individuales

se pueden consultar en el CD anexo a esta Tesis.
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Figura 26(l). Esquema de los resultados obtenidos con micromatrices. El nivel de
expresion esta representado segun la gradaciéon de colores: el rojo indica genes
inducidos (también sefialados con el signo +) en el mutante ac/5, el amarillo indica
genes con un nivel de expresion parecido entre acl5 y la otra condicion (sefialados
como =), y el color verde indica genes reprimidos en acl5 (sefialados como -). Los
genes estan divididos en grupos, de tamafio no proporcional al nimero de genes
que contienen, segun su comportamiento entre las tres condiciones; siendo
nombrados alfabéticamente indicando su numero de genes.
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Para comparar los efectos causados sobre el fenotipo molecular de acl5 se
realizé un analisis de agrupamiento de los genes considerando, como criterio
minimo, que en cada grupo sus genes estuviesen diferencialmente aumentados o
reprimidos en al menos una de las tres comparaciones. El resultado fueron 19
grupos de genes diferencialmente expresados frente a acl en, al menos, una de
las condiciones (Col-0, 355::4J4AX2, 0 0,1 mM termoespermina) (Figura 26).

Cuando analizamos la figura 26 podemos sacar dos grandes conclusiones:

e Las agrupaciones mas grandes de genes, D y O (311 y 301 genes
respectivamente), corresponden a las alteraciones causadas
exclusivamente por el tratamiento con termoespermina. Es probable que
se trate de artefactos generados por la presencia de una poliamina
cualquiera en gran cantidad, o en particular por la termoespermina; en
ninguno de los dos casos pareceria tener relevancia fisiologica para el
desarrollo de la vasculatura, considerando que dichos genes no estan
alterados en el mutante ac/5.

e Los grupos A y R (24 y 25 genes respectivamente) podrian contener
aquellas dianas con especial relevancia para la regulacion del desarrollo
vascular por ACL5, ya que son los genes regulados en el mismo sentido
por las tres condiciones. Teniendo en cuenta que la complementacion
por termoespermina en las condiciones del tratamiento no es perfecta
(Kakehi et al. 2008), esta lista podria extenderse a los grupos Gy L (4 y
5 genes respectivamente), cuya expresion estd alterada en acl5 y se
recupera tanto en Col como en 355::4J4X2, pero no de forma aparente

en el tratamiento con termoespermina.

Para comprender mejor como suprime 4JAX2 el fenotipo enano, comparamos
los genes alterados en la hibridacion ac/5-5 vs. Col-0, con respecto a las otras
dos hibridaciones (Figura 27).
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acl5-5 acl5-5 acl5-5
VS. VS. VS.
acl5-5 + tSpm Col-0 35S::AJAX2

Figura 27. Esquema comparativo de los genes inducidos y reprimidos en acl/5-
5 con un silvestre Col-0, con respecto a las otras dos comparaciones, en verde
se indican los genes reprimidos y en rojo los genes inducidos en acl5. En la
columna central se representan los genes diferenciales de la micromatriz
entre acl5-5 y Col-0, en las columnas laterales se muestran los genes
comunes a dos o tres de las comparaciones.
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Analizando la figura 27 pudimos concluir que:

e De los 171 genes inducidos y 72 genes reprimidos en la comparacioén
acl5-5 vs. Col-0, sélo hay 28 genes entre los inducidos (grupos Gy A)
y 30 de los reprimidos (grupos R y L), que sean comunes a la
comparacion acl5-5 vs. 358::AJAX2. Este bajo nimero nos indica que
gran parte de los fenotipos moleculares de acl5 no son recuperados por
la expresion constitutiva de 4JAX2.

e A pesar de la importancia ya mencionada de los grupos A y R como
posibles dianas de la regulacion del desarrollo vascular por ACLS, si
tenemos en cuenta que la complementacion por termoespermina es
muy parcial (Kakehi et al. 2008), podriamos considerar a los grupos G
y L (4 y 5 genes respectivamente) como también posibles dianas muy
importantes, pues su alteracion provocada una supresion completa del

enanismo de acl5.

Al analizar la identidad de los genes expresados diferencialmente en el mutante
acl5 mediante GO (ontologia génica) se encontr6 un enriquecimiento
particularmente acusado en aquéllos cuyos productos se localizan (y cumplen
una funcion) en la pared celular y en el apoplasto (o espacio intercelular)
(Figura 28). Este resultado extiende las observaciones anatomicas del mutante
acl5 en las que se detectaban graves defectos en la estructura de la pared celular
durante la diferenciacion del xilema (Muiiiz et al. 2008). Pero lo que es aun
mas interesante es que son precisamente esas dos categorias funcionales las
mismas que mejor se recuperan en las plantulas que expresan 355::4J4X2 en
un fondo acl5.

En definitiva, se observa que la supresion por parte de AJ4X2 de los defectos
de crecimiento del tallo y de la diferenciacion del xilema provocados por acl5,
estd acompafiada por una supresion parcial respecto al niumero e identidad
concreta de los genes afectados, pero perfectamente coincidente respecto a las
categorias funcionales afectadas.
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Enriguecimiento de los genes diferenciales
de la comparacién acl5-5 vs. Col-0 segun su localizacion celular
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Enriguecimiento de los genes diferenciales
de la comparacién aclb-5 vs. 35S::AJAX2 segun su localizacion celular
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Figura 28. Esquema de genes sobre-representados segun su localizacion
celular; en rojo se indican los genes inducidos en el mutante acl5, y en verde
los reprimidos. El grado de sobre-representacion esta referido a su proporcion
en el genoma de A. thaliana. Unicamente se representan aquellos grupos con
una sobre-representacion estadisticamente significativa y superior a 1.
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Las aminopropil transferasas catalizan la sintesis de tri- y tetraaminas mediante
la incorporacién de un grupo aminopropilo cedido por la AdoMetdc a una di- o
triamina, respectivamente. En plantas, las aminopropil transferasas mas
caracteristicas son la SPDS, SPMS y tSPMS. Estas enzimas presentan un alto
grado similitud de secuencia entre si (Hanzawa et al. 2002; Panicot et al. 2002),
compartido ademas con las putrescina-N-metil transferasas (PMT) (Teuber et
al. 2007). Al contrario que las aminopropil transferasas, las PMT, estan
exclusivamente presentes en las plantas solanaceas y catalizan la sintesis de N-
metilputrescina por la adicion de un grupo metilo proveniente del AdoMet a una

molécula de putrescina (Figura 29).

tSPMS SPDS PMT
1 ; v AdoMetdc 4 N’ N N‘ﬁ .
HO N HO W N OH

AdoMetdc | AdoMet o

S
N N
éHZN/\/\/H\/\/ H, } HZN/\/\,NHz HZN/\NNHZQ
COH

Spd Put
NH, P NH, Put NH, o
tSpm Spd Metil-Put
NSNS, Hzﬂf\/\/g\/\,wz SN~~~ NH,

H

Figura 29. Esquema de las reacciones enzimaticas catalizadas por dos
aminopropil transferasas (tSPMS y SPDS) y una putrescina-N-metil
transferasa (PMT). En rojo se marca el grupo que es transferido del
AdoMetdc o el AdoMet. a la poliamina correspondiente.

Estudios filogenéticos han mostrado que las aminopropil transferasas y las PMT
estan emparentadas evolutivamente (Minguet et al. 2008). De hecho, este
analisis indica que las actividades SPDS, SPMS, tSPMS y PMT provienen de
una SPDS ancestral que ha sufrido diversos episodios independientes de
duplicacion y neofuncionalizacion en cada uno de los reinos de los seres vivos
(Minguet et al. 2008). Logicamente, los cambios de funcion suponen cambios

en la capacidad de las enzimas para reconocer nuevos sustratos y ejecutar las
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reacciones cataliticas correspondientes. Por ello, la investigacion del mecanismo
molecular que ha permitido estos cambios de funcion nos parecid interesante
desde al menos, dos puntos de vista:

e para entender la facilidad aparente con la que las SPDS generan nuevas
actividades enzimaticas, dado el alto nimero de sucesos independientes
en que esto ha sucedido, durante la evolucion.

e para aprender a disefiar enzimas con propiedades cataliticas deseadas

(ingenieria enzimatica).

Con esta intencion decidimos identificar los aminoacidos del centro activo de
SPDS, tSPMS y PMT que podrian justificar sus preferencias de sustrato (Put vs.
Spd; AdoMet vs. AdoMetdc), y comprobar experimentalmente el efecto de
sustituir dichos residuos sobre las afinidades y la capacidad de trabajo de cada
una de esas enzimas.

1. Purificacion de las enzimas SPDS, tSPMS y PMT

Puesto que las enzimas SPDS y tSPMS de 4. thaliana no habian sido descritas
anteriormente desde el punto de vista de sus parametros cinéticos, el primer
objetivo de esta parte del trabajo fue expresar en bacterias versiones
recombinantes de una espermidina sintasa, AtSPDI1, y una termoespermina
sintasa, AtACLS5, y purificarlas para su posterior andlisis. El sistema empleado
para la produccion de estas proteinas, fue el de expresar fusiones C-terminales
de una etiqueta de 6 histidinas (6xHis), de AtSPD1 (At1g23820) y AtACL5
(At5g19530) (ver Materiales y Métodos, pagina 117). Para la produccion de la
PMT, empleamos una construccion equivalente cedida por la Dra. Birgit Drager
(Universidad Martin Lutero de Halle-Wittenberg) conteniendo la PMT de
Datura stramonium (Biastoff et al. 2006).

Los protocolos concretos de induccion y de purificacion con columnas de niquel
a partir de extractos crudos de E. coli, se pusieron a punto para cada una de las
proteinas. Como resultado, pudimos contar con preparaciones aceptablemente
enriquecidas en cada una de las enzimas (Figura 30), a concentraciones que

variaron entre 0,2 y 1 mg/ml.
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Figura 30. Purificacion de AtACL5, AfSPD1 y DsPMT. Geles de
mono:bisacrilamida, con el marcador de proteinas SeeBlue® Pre-Stained
(Invitrogen) y los resultados de diferentes eluciones (1-10% imidazol, 2-20%
imidazol, 3- 30% imidazol) de la purificacién de las construcciones:

A- pET28b + AtACL5

B- pET28b + AtSPD1

C- pET21d + DsPMT

2. Caracteristicas cinéticas de SPDS, tSPMS y PMT

El calculo de los parametros cinéticos de 4tSPD1 y AtACLS5 se realizd como se
indica en Materiales y Métodos, pagina 117. Como resumen cabe indicar que en
los ensayos enzimaticos se empled una concentracion de proteina de 10 mg/ml,
y que uno de los dos sustratos (la poliamina Put o Spd, y el AdoMetdc) se
mantenia a concentracion fija y saturante, mientras que el otro variaba entre los
siguientes valores: 0,25-50 mM para Put, 0,25-50 mM para Spd, y 0,05-2 mM
para AdoMetdc. La determinacion de las velocidades iniciales de reaccion se
efectué tomando alicuotas de la mezcla de reaccién a intervalos de 15 min y
valorando en ellas el contenido de producto, por derivatizacion de las
poliaminas y posterior cuantificacion por HPLC.
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Figura 31. Graficos de Eddie-Hofstee para el calculo de las ky y las Vmax de
AtSPD1. En el eje de las ordenadas se expresa la velocidad inicial de la reaccion
como picomol de espermidina producido por gramo de muestra y por minuto, en
el eje de las abscisas se expresa el cociente de la velocidad inicial partido la
concentracion inicial del sustrato variable, esta ultima expresada como mM
A-Grafico de reaccion con concentracion de Put fija, y AdoMetdc variable.
B-Grafico de reaccién con concentraciéon de AdoMetdc fija, y Put variable.

De esta manera pudimos determinar que 4¢SPD1 presentaba unos valores de Ky
de 592 uM para la putrescina y 205 uM para el AdoMetdc (Figura 31), mientras
que AtACL5 mostraba unos valores de Ky de 775 uM para la espermidina y
230 uM para el AdoMetdc (Figura 32).
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Figura 32. Graficos de Eddie-Hofstee para el calculo de las ky y las Vmax de
AtACLS. En el eje de las ordenadas se expresa la velocidad inicial de la reaccién
como picomol de termoespermina producido por gramo de muestra y por minuto,
en el eje de las abscisas se expresa el cociente de la velocidad inicial partido la
concentracion inicial del sustrato variable, esta ultima expresada como mM
A-Grafico de reaccion con concentracion de Spd fija, y AdoMetdc variable.
B-Grafico de reaccién con concentracion de AdoMetdc fija, y Spd variable.

El valor de la Ky de 4¢tSPD1 para la putrescina resulta ser de los mas elevados
entre los descritos en la literatura, tanto entre las SPDS (Tabla 2) como entre las
PMT (Tabla 3) de diversos organismos estudiados. Lo mismo sucede para la Ky
del AdoMetdc (Tabla 2). Son varias las posibles explicaciones para esta
observacion. En primer lugar, podria resultar que la cola de 6xHis interfiriese en
el caso de la SPD1 de A. thaliana con su actividad enzimatica, o que la proteina
requiriese cierta modificacion postraduccional que no se produce en E. coli,
aunque este fenomeno no se aprecia en otras SPDS recombinantes
caracterizadas (Biastoff ez al. 2009b); en segundo lugar, podria suceder que el
ensayo enzimatico in vitro no se esté efectuando en las condiciones 6ptimas, en
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las que normalmente actiia la SPD1 de 4. thaliana. Aunque el pH del ensayo era
el optimo (resultados no mostrados), si es cierto que se ha descrito que 4tSPD1
participa en un complejo multienzimatico, o metabolén, junto con AtSPD2 (la
otra SPDS de A. thaliana) y AtSPM1 (la SPMS de A. thaliana) (Panicot et al.
2002). Por lo tanto, no seria extrafio que en el contexto del metabolon variasen
los parametros cinéticos de A¢SPDI.

Tabla 2. Tabla con los valores de kv para diversas SPDS.

Put AdoNetdc
Km Km

Origen SPDS (uM) (uM) Referencia
Arabidopsis thaliana 592 205 Este trabajo
Bazo humano 80 7 (Kajander et al. 1989)
Brassica pekinensis 32 6,7 E\S(!]r:r;l;ghgzhggrjj:% 85)
Caenorhabditis elegans 158 110 (Dufe et al. 2005)
Cerebro oveja 40 0,3 (Raina et al. 1984)
Datura stramonium 33 64 (Biastoff et al. 2009b)
Escherichia coli 15 2,2 (Bowman et al. 1973)
Glycine max 32 0,4 (Yoon et al. 2000)
Plasmodium falciparum 52 35 (Haider et al. 2005)
Prostata rata 100 1.1 gzzr;w)ejlma y Yamanoha
Préstata rata 15 - (Pegg et al. 1981)
Senecio vulgaris 21 4 (Graser y Hartmann 2000)
Sulfolobus solfataricus 3850 7.9 (Bachrach U 1989)
Thermotoga maritima 20 - (Korolev et al. 2002)
Trypanosoma brucei 200 0,1 (Bitonti et al. 1984)

Tabla 3. Tabla con los valores de kv para diversas PMT.

Put ‘AdoNet
Km Kwm

Origen PMT (uM) (uM) Referencia
Calystegia sepium 120 - (Teuber et al. 2007)
Datura stramonium 281 - (Teuber et al. 2007)
Datura stramonium 108 42 (Biastoff et al. 2006)
Datura stramonium 310 100 (Walton et al. 1994)

Hyoscyamus albusa 277 203 (Hibi et al. 1992)
Lycopersicum esculentum | 113 - (Teuber et al. 2007)

Solanum dulcamara 169 - (Teuber et al. 2007)

Solanum tuberosum 242 - (Stenzel et al. 2006)
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En el caso de AtfACLS es mas dificil juzgar sus parametros cinéticos debido a
que la nuestra es la primera caracterizacion de una tSPMS. Al compararlo con
las afinidades descritas de algunas SPMS (Tabla 4), también resultan bastante
elevadas. Quizas ACLS requiere también una modificacion postraduccional que

no se produce en E. coli.

Tabla 4. Tabla con los valores de ky para diversas SPMS.

KMS'pd KMAdoMEt'dc
Origen SPMS Referencia
‘ (M) | (uM)

Bazo humano 200 1 (Kajander et al. 1989)

Bazo oveja 84 - (Jean et al. 1988)

. (Pajula y Raina 1979)
Cerebro oveja 60 0,1-1 (Pajula 1983)
Préstata rata 20 - (Pegg et al. 1981)
Sulfolobus solfataricus 1540 7,9 (Bachrach U 1989)

Con respecto a la DsPMT no fue necesario realizar ningun ensayo pues sus Ky
eran ya conocidas, 108 uM para la putrescina y 42 uM para el AdoMet
(Biastoft et al. 20006).

3. Modificacion del centro activo de SPDS y tSPMS

La comparacion directa de las secuencias primarias de las cuatro aminopropil
transferasas de A4. thaliana (AtSPD1, AtSPD2, AtSPM1 y AtACLS) y la PMT de
D. stramonium (DsPMT) (Figura 33) muestra un grado de similitud tan alto a lo
largo de toda la proteina, que resultaba imposible determinar los aminoacidos
esenciales para la actividad enzimatica, y mucho menos seleccionar los residuos
diferenciales entre las distintas enzimas, que justificasen la especificidad de
sustrato de cada una de ellas.
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Figura 33. Alineamiento de los aminoacidos de las aminopropil transferasas de
A. thaliana y de la PMT de D. stramonium. En negro se marcan los aminoacidos
completa o mayoritariamente conservados y en gris los parcialmente
conservados. En verde se resaltan los aminoacidos mutagenizados para
convertir una SPDS en una PMT, y en rojo los aminoacidos mutagenizados para
convertir una ACL5 en SPD1.
Por ello, parecia una estrategia mas apropiada elaborar modelos
tridimensionales de estas enzimas, para comparar las estructuras y las
identidades de los distintos aminoacidos que componen sus centros activos. Este
abordaje in silico fue facilitado por la disponibilidad de la estructura
tridimensional de una SPDS de T. maritima obtenida por cristalografia de rayos

X (Korolev et al. 2002), asi como otras estructuras con evidencia experimental,
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como las SPDS y SPMS de humanos (codigos PDB: 2006 y 200L) y la tSPMS
de Thermus thermophilus (cddigo PDB: 1UIR). A pesar de la distancia
evolutiva, estas estructuras muestran un alto grado de similitud conformacional
en el centro activo, lo que indicaba que la modelizacion seria una estrategia
razonable para obtener informacion tridimensional sobre la estructura de la

PMT, cuyo punto de divergencia respecto a SPDS es incluso mas reciente.

Con la colaboracion del Dr. Alberto Marina (Unidad de Cristalografia de
Macromoléculas del Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC), obtuvimos
los modelos de las estructuras tridimensionales de las cuatro aminopropil
transferasas y la PMT (ver Materiales y Métodos, pagina 135). Las
comparaciones de SPDS frente a PMT (Figura 34), y de SPDS frente a tSPMS

(Figura 35), nos permitio sacar las siguientes conclusiones:

e FEn los sitios de union para AdoMet y AdoMetdc en PMT y SPDS,
respectivamente, pueden detectarse cambios significativos. En concreto,
los aminoacidos D131 y Q107 de la A:SPDI1, ambos cargados
negativamente, son incompatibles con el grupo carboxilo del AdoMet
(Korolev et al. 2002). En la PMT, estos dos aminoacidos son
sustituidos por 1141 y T117, ampliando la cavidad en la que debe
situarse este extremo de la molécula. Otras sustituciones importantes
serian las de V134 y L98 por T144 y H108 respectivamente, que
cambian residuos hidrofébicos por residuos polares, que parecen

necesarios para estabilizar el grupo carboxilo del AdoMet (Figura 27).

e En el centro activo de ACL5 (tSPMS) es mas dificil identificar los
residuos diferenciales que justifiquen la preferencia de la espermidina
como sustrato, frente a la putrescina de SPDI1. Parece ser que la
putrescina podria acomodarse perfectamente en el espacio utilizado en
ACLS para la espermidina, pero esta putrescina quedaria poco fijada,
por lo que no podria realizarse la reaccion. Una de las diferencias mas
notables entre ambas estructuras, con respecto a la fijacion del sustrato,
es la del aminoacido D204 de SPD1 que, aunque esta conservado en
ACL5 (como D189), se encuentra mas alejado de la espermidina

permitiendo su correcto acomodo, pero sin llegar a interaccionar con
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ella; la posicion de este acido aspartico (D) puede ser debida a los
aminodacidos previos, que en SPD1 son los aminoacidos S202 y S203,
mientras que en ACL5 son L187 y A188 y, también, otro modo de
aproximar dicho residuo seria la sustitucion de este acido aspartico por
un acido glutdmico (E), con una cadena lateral un poco mas larga, que
podria aproximarse el grupo carboxilo a la poliamina. Otra diferencia
que puede explicar el acoplamiento de la poliamina, es la posicion de la
cadena D189-A188-L187-D186 en ACLS5, comparada con D204-S203-
S202-D201 en SPDI1. En ACLS5 la presencia del Y205 podria
interactuar con el D186 creando una rigidez en toda la cadena,
alejandola de la poliamina, mientras en SPD1 esa posicion estd ocupada
por F218, siendo la fenilalanina un aminoacido que al carecer del grupo
hidroxilo no puede interactuar con la cadena. Por ultimo, estaria la
posicion E236 de la SPD1 que, aunque se encuentra un poco alejada de
la putrescina, podria estabilizarla, mientras que, en ACLS5, este
aminoacido es la G224, sin ningln tipo de cadena lateral.



Resultados

Figura 34. Comparacion del centro activo de la SPD1 de A. thaliana modelizada con
el AdoMetdc (A) y la PMT de Nicotiana tabacum con el AdoMet (B) (Figura cedida
por Eugenio Gomez Minguet).
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D189

Figura 35. Comparacion del centro activo de la SPD1 de A. thaliana modelizada con
la putrescina (A) y ACL5 de A. thaliana con la espermidina (B).

Una vez analizados los centros activos de los enzimas, decidimos realizar las
mutagénesis dirigidas indicadas en la tabla 5, para intentar conferir actividad
espermidina sintasa a AfACLS, y para intentar conferir actividad putrescina-N-
metil transferasa a la AfSPD1.

Comenzamos construyendo las versiones mutantes de AtACLS, de las cuales
ACLS5 1875 + a1sss Y ACL5g204g, generaron versiones insolubles y por lo tanto,
hubo que descartarlas. Mientras tanto, las versiones ACL5p;sor y ACLS5v20s5, i
dieron lugar a proteinas solubles pero que carecian de cualquier tipo de
actividad espermidina sintasa y que ademds habian perdido por completo su
actividad nativa. El hecho de que cualquier cambio que realicemos provoque
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una pérdida total de la actividad enzimatica nos indica que, probablemente, los
aminodcidos mutagenizados son esenciales para el correcto funcionamiento del
enzima, y que su modificacion aislada no debe ser suficiente para cambiar la
actividad.

Con respecto a las mutagénesis de SPD1 para convertirla en una putrescina-N-
metil transferasa sabiamos que, cambios puntuales en uno o dos aminoacidos
eran incapaces de modificar la actividad (Biastoff et al. 2009a), por lo que
construimos el tetramutante SPD1iosy + Qio7r + D131 + vi34T, qUE NO presentod
ningun tipo de actividad putrescina-N-metil transferasa y, que ademas, perdid su
actividad nativa como espermidina sintasa; por lo que razonablemente podemos
concluir que la especificidad de sustrato no reside exclusivamente en los

aminodacidos del centro activo.

Tabla 5. Nombres de las proteinas mutantes y aminoacidos mutagenizados, para
convertir AtACL5 en una SPDS, y AtSPDS en una PMT.

Mutagénesis sobre
Nombre AtACL5 AtSPD1 gAtACLS
ACL5L 187 + a1gss | L187, A188 | S202, 5203 | L187, A188>5187, S188
ACL5p1808 D189 D204 D189>E189
ACL5vy20sr Y205 F218 Y205>F205
ACL5G224e G224 E236 G224->E224
Mutagénesis sobre
Nombre AtSPD1 DsPMT gAtSPD1
SPD1,ggH L98 H108 LO8->H98
SPD1q1o7r Q107 T117 Q107>T107
SPD1p131 D131 1141 D131>1131
SPD1yqaar V134 T144 V134>T134
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Discusion

Desde que comenz6 la aplicacién de aproximaciones de genética molecular al
estudio de la funcién de las poliaminas en plantas, dos ideas fundamentales han
ido consolidandose: 1) no todas las poliaminas cumplen funciones equivalentes
a pesar de su similitud estructural, y 2) la ruta de biosintesis de poliaminas se
encuentra sujeta a una tasa elevada de evolucién y seleccion. Esta Tesis ha
contribuido experimentalmente a ilustrar ambos conceptos de la siguiente
manera:

e hemos podido confirmar la funcién de ACL5 como una termoespermina
sintasa in vivo, incluso cuantificando los niveles normales de
termoespermina en distintos tejidos y condiciones de crecimiento de
Arabidopsis.

¢ hemos identificado una pequefia familia de factores de transcripcion de
la clase bHLH (los genes AJAX), como mediadores mas probables para
la regulacion por ACL5 de la diferenciacion del xilema.

e hemos determinado los pardmetros cinéticos de varias aminopropil
transferasas de A. thaliana y confirmado experimentalmente, la
importancia de ciertos residuos del centro activo para la funcionalidad
de la espermidina sintasa.

Todos estos hallazgos dan pie a interpretaciones de distinto signo y a la
propuesta de lo que consideramos es el modelo molecular méas probable para la
funcidn de la termoespermina en el desarrollo de A. thaliana, como se discute a
continuacion.

1. ACL5, AJAX y desarrollo vascular: ¢una ruta Unica o
dos vias paralelas?

Al iniciar esta Tesis, nada hacia sospechar que la termoespermina, un
metabolito presente en bacterias termofilas y otros procariotas (Oshima 1979;
Hosoya et al. 2004), también estuviese presente en las plantas. La atribucion
inicial de una actividad espermina sintasa, y no termoespermina sintasa, a
ACL5 (Hanzawa et al. 2000) justificaba la propuesta de que la espermina
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controlaba la formacion del xilema evitando la muerte prematura de las células
durante el proceso de diferenciacién (Mufiiz et al. 2008). La confirmacion de
gue ACLS5 presenta actividad termoespermina sintasa permite refinar el modelo
inicial, pero no proporciona por si misma un mecanismo molecular que explique
cdmo se ejerce el control de la muerte celular.

La metodologia que hemos empleado en esta Tesis para diseccionar este
mecanismo ha sido la blsqueda de supresores extragénicos, una aproximacion
gue ya ha demostrado su utilidad en la resolucion de las vias de sefializacion
hormonal de plantas (McCourt 1999). Aunque el éxito de este abordaje puede
medirse por el elevado numero de supresores encontrados, la cuestion
fundamental es dilucidar la relevancia fisioldgica de estos nuevos mutantes; es
decir, discriminar si el mecanismo de supresion se debe a:

¢ laalteracién de una funcién controlada por ACL5 (en ese caso los genes
supresores serian mediadores de la accién de ACL5).

¢ la compensacion de la ausencia de ACL5 mediante la activacién de una
ruta paralela (en ese caso los genes supresores identificarian una via
alternativa para el control de la muerte celular durante la diferenciacion
del xilema)

e la compensacion de la falta de ACL5 mediante una mutacion
neomdrfica en algin elemento no relacionado con la funcién fisiologica
de ACL5 (en ese caso la supresion se podria considerar como un
artefacto).

Aungue nuestros resultados no resuelven inequivocamente la relacion entre
ACL5 y AJAX, si que proporciona evidencia a favor de un modelo en el que los
genes AJAX actian como mediadores de ACL5 en el control de la
diferenciacion del xilema:

e la supresion de acl5 por parte de los supresores ajax afecta a todas las
caracteristicas observadas del fenotipo del mutante, lo cual seria muy
dificil de explicar con dos rutas de sefializacién paralelas no solapantes.
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e las mutaciones de los genes AJAX, en un fondo genético silvestre para
ACLS5 no presentan ningln fenotipo aparente (datos no mostrados), por
lo que no parece haber un efecto aditivo més propio de dos rutas
independientes.

o los patrones de expresion de ACL5 y AJAX solapan en la regién de los
haces vasculares atendiendo a los datos publicados (Figura 36), lo cual
refuerza la idea de que actGan coordinadamente sobre los mismos tipos
celulares.

. Metaxilema . Protofloema

. Protoxilema . Periciclo

. Metafloema I:I Célula acompaiiante

Figura 36. Patrones de expresion en la raiz de ACL5, AJAX1, AJAX2 y
AJAX3, segun la herramienta “Deconvolved Root Expression Map
Visualizer” (Cartwright et al. 2009). En la parte central se muestra un
esquema de la estructura de los haces vasculares de la raiz.

e Las mutaciones en la uORF de, al menos, AJAX1 suprimen el fenotipo
enano de acl5, pero no el de otros mutantes enanos afectados en
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diversas rutas de sefializacion hormonal como axr2, gail o dim (Imai et
al. 2006).

Para consolidar el modelo en el que los genes AJAX son mediadores de la sefial
de ACLS5, seria necesaria alguna evidencia experimental adicional. Por ejemplo,
gue un mutante nulo para los tres genes AJAX fenocopie a acl5; o determinar el
mecanismo bioquimico por el que la termoespermina regula la traduccion de
AJAX; o que la expresion de los genes AJAX, bajo el control del promotor de
ACL5 sea capaz de revertir el fenotipo mutante de acl5.

2. Las poliaminas y el control traduccional de AJAX.

El descubrimiento de que las mutaciones supresoras encontradas afectan al
control traduccional de los factores de transcripcion AJAX es especialmente
interesante, porque sugiere que dicho control podria representar el nexo de
unién entre ACL5 y los AJAX.

El control traduccional de una ORF principal por parte de su 5°-UTR, y més
concretamente, por alguna pequefia UORF alli contenida, es una de las formas
mas eficientes de regulacion de la expresion génica (Morris y Geballe 2000;
Hernandez-Sanchez et al. 2003). El estudio de estos procesos ha permitido
identificar varios mecanismos a través de los cuales se ejerce dicho control. Por
ejemplo:

e enla5-UTR, el mMRNA puede presentar una estructura secundaria que
dificulte el avance del ribosoma hacia el cod6én de inicio (Wang y
Wessler 2001).

e aunque el AUG de la uORF no se encuentre en un contexto adecuado,
algunos ribosomas, por el mecanismo de escaneo permeable, inician la
traduccion en este primer AUG, rebasando el AUG de la ORF principal,
y generando un proteina diferente (Souciet et al. 1999).

e en caso de que se inicie la traduccién de una UORF y ésta no sobrepase
al AUG de la ORF principal, el ribosoma podré acabar de traducir la
UORF y después realizar un proceso de reiniciado para traducir la ORF
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principal. La eficacia de este proceso de reiniciado depende del
tamafio/tiempo de traduccion de la propia UORF (Kozak 2001), del
tamafio de fragmento intercistronico (Abastado et al. 1991) y de otros
factores.

la traduccién de la UORF genera un pequefio péptido que actla en cis,
blogueando al ribosoma, dificultando la traduccion de la ORF principal
(Law et al. 2001).

Los resultados de nuestros ensayos de transcripcion-traduccion in vitro
muestran inequivocamente que la region 5’-UTR de los genes AJAX controla la
traduccion de la ORF principal. Con los datos que disponemos no se puede
descartar completamente, que este control se ejerza mediante la modificacion de
la estructura secundaria de la region 5°-UTR, aunque nos parece mas probable
que la regulaciéon implique a un pequefio péptido codificado por una de las
UORFs alli contenidas. Los argumentos que hacen inclinarnos por dicho modelo
son varios:

1)

2)

3)

Todas las mutaciones encontradas suponen un cambio de aminoacido o
la introduccion de un coddn de parada prematura, en la secuencia del
pequefio péptido codificado por la uORF. Es decir, no hemos
encontrado en ningun caso mutaciones silenciosas respecto al péptido
que alterasen la estructura secundaria.

Los péptidos codificados por la UORF afectada en cada gen AJAX
presentan un alto grado de conservacion de secuencia en su extremo C-
terminal, precisamente donde se localizan las mutaciones de cambio de
aminodcido.

La existencia de mutaciones supresoras de acl5 en el gen que codifica la
proteina ribosomal RPL10A (Imai et al. 2008), que es diana de diversos
inhibidores del ribosoma (Xia et al. 2005), relaciona la funcidn
ribosomal con la regulacién de AJAX y permite imaginar que dicha
proteina del ribosoma podria ser la diana natural del pequefio péptido
codificado en la 5°-UTR de los genes AJAX.
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Un modelo muy atractivo que se intuye a partir de los resultados de nuestro
trabajo es que la termoespermina, o la propia proteina ACLS5, regulen la
traduccion de los factores de transcripcion AJAX interfiriendo con la actividad
del pequefio péptido. Mecanismos similares de regulacion en una ruta de
sefializacién se han descrito, por ejemplo, para la sacarosa y ATB2 (Wiese et al.
2004; Rahmani et al. 2009), y para la espermidina/espermina y SAMDC (Raney
et al. 2000; Hanfrey et al. 2005).

Existen antecedentes que conectan las poliaminas con el control traduccional. El
primero de ellos es el mecanismo de autorregulacién de la biosintesis de
poliaminas, exclusivo de mamiferos, ejercido a través de la regulacion
postraduccional de la ornitina descarboxilasa (ODC) por parte de una proteina
llamada antizima (OAZ) (Hayashi et al. 1996) que secuestra la ODC vy la
transporta a la maquinaria de degradacion del proteosoma 26S. El control
traduccional de la OAZ es realizado por las propias poliaminas puesto que OAZ
estd compuesto por dos ORFs parcialmente solapadas, siendo la que esta aguas
abajo la que contiene la actividad funcional aunque, para poder ser traducida,
debe producirse previamente la traduccién de la situada aguas arriba, seguido de
un cambio de la pauta de lectura +1, que es mediado por altos niveles de
poliaminas (Ivanov y Atkins 2007).

El segundo caso es un ejemplo muy similar al de nuestro modelo: el control
traduccional de la SAMDC en plantas (Franceschetti et al. 2001), por parte de
dos UORFs, en funcion de los niveles de poliaminas. En la 5 -UTR de la
SAMDC existen dos UORFs parcialmente solapantes, de las cuales la segunda,
situada aguas abajo, inhibe la traduccion de la ORF principal a través de su
péptido, mientras la primera, situada aguas arriba, impide la traduccion de la
segunda al solapar su secuencia con la de la segunda (Figura 37). A niveles
bajos de poliaminas se traduce la primera UORF y por lo tanto se salta la
segunda, mientras que a niveles altos se traduce la segunda UORF que inhibe la
traduccion de la ORF principal (Ivanov et al. 2010).
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= AAAAA
SAMDC

Espermidina l
Esperming e———— AdoMetdc
Termoespermina

Figura 37. Modelo de traduccién de la SAMDC. La flecha gris representa el
fragmento de mRNA que contiene la pauta de lectura abierta del SAMDC, la
flecha negra representa el primer péptido que inhibe la traduccién de SAMDC, la
flecha blanca representa el segundo péptido que inhibe la accién del primero.

Por tanto, el modelo de trabajo sobre el que realizar el trabajo futuro del
laboratorio se representa en la Figura 38. Se basa en que el péptido codificado
por UORF inhibe en cis la traduccion de la ORF principal de AJAX, siendo la
diana de este péptido, el componente ribosomal RPL10. La termoespermina
sintetizada por ACL5 elimina esta inhibicién, ya sea interaccionando con
RPL10 y/o el péptido, o generando un cambio de la pauta de lectura +1, que
evite la sintesis del péptido. Nuestros intentos por encontrar variaciones en la
traduccion in vitro de la ORF principal de AJAX2 tras la adicion de
termoespermina no nos han proporcionado pruebas al respecto, bien porque este
efecto esté enmascarado por otros efectos “toxicos” derivados de la
concentraciéon utilizada; bien porque la sintesis de termoespermina deba
producirse in situ, asociada a la traduccién; bien porque la modificacion de la
actividad del pequefio péptido o la protecciéon de RPL10A requieran una
modificacion enzimatica implicando a la termoespermina, pero dicha enzima no
estd presente en nuestro sistema experimental de traduccién in vitro; o bien
porque no exista dicho vinculo entre ACL5 y los AJAX. También existe la
posibilidad de que sea la proteina ACL5, y no el producto de su actividad
enzimatica, la que interfiera con la traduccion de los AJAX. Se trataria entonces
de una proteina multifuncional; en este sentido se han documentado casos de
“moonlighting” para enzimas (Gancedo y Flores 2008), pero en este momento
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no existe ningln indicio que lo apoye, més alla de que la complementacion que
se puede conseguir del fenotipo acl5, mediante la adicion de termoespermina, es
muy leve (Kakehi et al. 2008).

/ Célula precursora xilema \

Termoespermina

2ol 3

Muerte celular

A Ribosoma
Péptid

Figura 38. Modelo de traduccion de AJAX2 en las células precursoras del
xilema donde se exnresa ACI 5.

Por ultimo, el modelo contempla que los genes AJAX codificarian factores de
transcripcién que regularian genes implicados en la muerte celular durante la
diferenciacion del xilema, algo que nuestros analisis transcriptdmicos apoyan
parcialmente. En términos mecanisticos, es importante hacer notar que las
proteinas AJAX parecen carecer del dominio basico caracteristico de los
factores de transcripcion bHLH (Toledo-Ortiz et al. 2003). Esto sugiere que las
proteinas AJAX serian reguladores transcripcionales incapaces de unirse al
DNA directamente, y requeririan la interaccion con otros factores de
transcripcion. En A. thaliana se ha descrito al menos un caso en el que una
proteina HLH (HFR1) regula la transcripcion a través de la formacion de
heterodimeros con otros factores de transcripcion de la familia bHLH
(Hornitschek et al. 2009). Por supuesto, la identificacion de interactores de las
proteinas AJAX permitiria sustentar experimentalmente esta hipotesis.
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En este modelo, las dianas reguladas por los genes AJAX determinarian la
muerte celular de las células del metaxilema y el correcto desarrollo de los
haces vasculares. Asi pues, la termoespermina jugaria un papel de retardante de
la muerte de estas células del metaxilema, permitiendo que se completase el
proceso de diferenciacion y formacion del mismo. En un mutante acl5, la
ausencia de termoespermina, provoca la muerte prematura del metaxilema
impidiendo su correcto desarrollo. En un doble mutante acl5 ajx, la deficiencia
en termoespermina seria compensada por la inexistencia o la modificacién del
péptido, que ya no podria inhibir la traduccion de AJAX.

3. Los genes AJAX y el origen del xilema

El xilema es un tejido conductor, que surgio por las nuevas necesidades que
tenian los organismos fotosintéticos y acuaticos que comenzaron a colonizar el
medio terrestre. Estas plantas terrestres primigenias debieron conciliar dos
efectos biofisicos opuestos; por un lado, el beneficio de aumentar la superficie
del organismo dedicada a la captacién de CO, y luz para el proceso fotosintético
y, por otro, el perjuicio que representa el aumento de la ratio area:volumen en
pérdidas de agua. Fueron tres innovaciones vitales las que resolvieron este
conflicto: el desarrollo de estomas, la generacidn de cuticulas y el desarrollo de
un nuevo tejido capaz de transportar el agua desde el suelo hacia las partes
aéreas (Raven 1993). Este tejido, el xilema, estd formado por un nuevo tipo
celular, las traqueidas, cuyo desarrollo esta caracterizado por la formacion de
una pared celular secundaria, la lignificacion de la misma y, finalmente, un
proceso de muerte celular programada.

¢Cdémo fueron estas plantas primigenias capaces de colonizar el medio terrestre
y generar este nuevo tejido? Para encontrar una respuesta podemos analizar
algunos de estos procesos de desarrollo como la sintesis de lignina. La
capacidad de sintetizar lignina ya estaba presente en las algas aunque con
funciones de proteccion contra ataques microbianos y dafio por luz ultravioleta
(Martone et al. 2009), por lo que puede decirse que estas primeras plantas
pudieron readaptar una funcion ya existente a una nueva funcion. ;Pudo ocurrir
algo parecido con la termoespermina? La biosintesis de termoespermina debe de
ser relativamente importante para las plantas, puesto que se ha conservado
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desde que la adquirieron por transferencia horizontal a partir de los procariotas
(Minguet et al. 2008); esta conservacion podria justificarse por su importante
papel en el desarrollo del xilema, tal como se ha puesto de manifiesto en este
trabajo; sin embargo, existen plantas no vasculares, como el musgo
Physcomitrella patens o el alga Chlamydomonas reinhardtii, que parecen tener
en su genoma una copia de una termoespermina sintasa, lo que sugiere que la
termoespermina deberia jugar otro papel en las plantas primigenias y que fue
reclutada en el momento de la aparicién de los tejidos vasculares para
desempefiar una nueva funcion.

Con respecto al proceso de muerte celular programada de las traqueidas en A.
thaliana, se cree que ésta puede ser controlada por los genes VNDG6 (Ohashi-Ito
et al. 2010) y VND7 (Ohashi-Ito y Fukuda 2010), el cual regula positivamente
algunos enzimas hidroliticos como XCP1, XCP2 y XSP1 (Ohashi-Ito y Fukuda
2010; Yamaguchi et al. 2010), de modo indirecto a través de un elemento cis de
11 pb, la secuencia TERE, presente en sus promotores (Pyo et al. 2007). El
promotor de ACL5 posee una pseudocaja TERE, que difiere en un solo
nucle6tido de la secuencia consenso, por lo que quizas también podria ser una
diana de estos genes, que controlarian el proceso de muerte celular programada
a través de ACL5 y de los AJAX, ademas de inducir los enzimas hidroliticos ya
citados.

¢Qué ocurrid a nivel evolutivo con los genes AJAX? ;También fueron
reclutados como ACL5 para una nueva funcion, o pudieron originarse de novo
coincidiendo con la aparicion del xilema? Parte de la respuesta podria
encontrarse en nuestro estudio sobre la conservacion de los AJAX en el reino
vegetal, basado en las 731 secuencias recopiladas a partir de las bases de datos
de genomas vegetales, comprendiendo desde las plantas superiores como A.
thaliana o arroz, hasta algas unicelulares como C. reinhardtii, pasando por
musgos como P. patens.

Asimismo, teniendo en cuenta que los AJAX son los Unicos miembros de la
familia de bHLHs que tienen una UORF, decidimos también buscar secuencias
tedricas de UORFs que codificasen péptidos similares a los de los AJAX. Asi
encontramos que existian 12 secuencias UORFs de este tipo, en otras 9 plantas
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superiores (Medicago truncatula, arroz, manzano, cafia de azlcar, algodon,
pomelo, vid, Adiantum capillus-veneris y Welwitschia mirabilis) (Hayden y
Jorgensen 2007). De estas 12 UORFs, 6 de ellas, las de M. truncatula, arroz y
vid, estan situadas aguas arriba de un bHLH, mientras que las otras 6 resultaron
ser secuencias truncadas, sin informacion sobre las ORFs contiguas.
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Figura 39. Arbol filogenético de las proteinas bHLH de plantas. Los grupos en los
gue se dividen los bHLH estan basados en (Pires y Dolan 2009). Los triangulos
negros representan todas las secuencias de cada grupo condensadas, la amplitud
de cada triangulo es proporcional al nimero de secuencias del grupo. Todos los
grupos se muestran condensados excepto el grupo XIV donde se incluyen los
genes AJAX (en color rojo); el resto de lineas no condensadas (en negro)
representan las secuencias huérfanas que no pertenecen a ningun grupo. El cédigo
de colores representa la taxonomia de las secuencias incluidas en cada grupo.

95



Con estas 731 secuencias realizamos un arbol filogenético (Figura 39), en el
cual las secuencias de los 4 genes AJAX de Arabidopsis junto con otras 17, entre
las que se encuentran las 6 de Medicago, arroz y vid ya citadas, quedaban
incluidas dentro del subgrupo XIV. Este subgrupo contiene 21 secuencias
pertenecientes a 10 especies distintas (Figura 40), siendo todas ellas de plantas
superiores o licofitas, pero en ningun caso musgos o algas. De estas 21
secuencias, sabiamos que 10 de ellas tenian una estructura genémica de tipo
AJAX, una UORF aguas arriba de un bHLH. Al revisar la secuencia genémica
de las 11 restantes encontramos que todas ellas tenian esta misma estructura y
gue ademas, todos los péptidos codificados por estas UORFs presentan un alto
grado de similitud (Figura 41), especialmente en la region C-terminal, que es
donde se concentran las mutaciones de cambio de aminoacido de los alelos

supresores de AJAX.

picsi

0OsbHLH137
——— Phyed

L OsbHLH140

— 1 [ '. OsbHLH139
Vitvi
Medtr

= = Poptr3
L —I— AtbHLH144 = AJAX2
- AtbHLH145 = AJAX4
SmbHLH079
SmbHLHO54
[ - SmbHLH029
——— SmbHLH024
—— OsbHLH138
[ Poptr4
Poptr2
f —_— “ Poptr1
--.___:“----AthLH142=AJAX1
' ABHLHI43 = 4 s
/\ ~ Cucsa
Figura 40. Detalle del subgrupo XIV de la figura anterior. Las abreviaturas quieren
decir: Picsi — Picea sitchensis, Os — Oryza sativa, Phyed — Phyllostachys edulis,

Vitvi — Vitis vinifera, Medtr — Medicago truncatula, Poptr — Populus trichocarpa, At —
Arabidopsis thaliana, Sm — Selaginella moellendorffii, Cucsa — Cucumis sativa.
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Asi pues, los genes AJAX estan conservados exclusivamente entre las plantas
vasculares (incluyendo a la mas primitiva, Selaginella moellendorfii), y siempre
presentan una UORF también conservada en sus 5" -UTR respectivas.

Poptr3 - MY I AVT I KRYRAVKEVG-----E | KISVGITAYYQV M [L[k[p]v]TRE
Vitvi - MY I AVTLKRYRAVKEVG-----K I KMSVGIIAHYQL M BNE
OsbHLHI37 - MY V KV E LKRFR I VKEVG-----T1 VMNVRIFAYYQL M BNE -«
Medtr - MF I A~ ---------KVG-----Y1| KMSVGVIAYSQL M NRENE =
AJAX2 - MC 1 VGNKKGNRS LKEIG-----TFMMTTCFIANYQS V BNE -«
AJAXIM VCQSPGKTRFRGLKYET-GNANES TIVVRVIECYQP M NRARNE s:
AJAX3M VSQSAGQTRFRTFKYENNGDSSRP TIVVRVIACFQP M NRRNE s
Poptr2 MV CQAASQTNFRA LKHEN-GIAGCA TIIVRVIACFQP L [L[k[pv]T RS
Poptr4 M VCQAASQTNFRA LKHEN-GIAGCA TIIVRVIACFQP L BNE s
Poptr1 MV CQAASQTRFRALKYEN-GIAGKP TIIVRVIACYRP L NRENE s:
Cucsa MV CQAATQTRFRALKHEN-GIAGKP TIIVRVIACFQP L - NRENE s:
OsbHLHI38 M VWQ P VAQTRFRV FKHEN-GIA-- - - --VRVIACFQP S - QD.E.E..HH\E. a7
AJAX4 MV CQSAGQTRFRT LKHEH-GI1TG- - NIvvRVIAcFrar L - a oRAENERNNNRENG -:
Picsi - MCQAASLIRFRS LKQES-GVEGS I IMTVRIIVVFaL L - o VERIAENERARNNARA B s:
SmbHLHOS4 - MV H'S S SWGGFT - ----------- - -MRVLRLGAQs P - - R ERMARIERRNMANRENMGE 2
SMbHLHO79 - MV H'S S SWGGFT - ----------- - -MRVLRLGAQs P - - R E[EANERRMNNRANE :
OsbHLH140 - MCV G - - FNG-R - = - - - - - - stoTvvvTscavavyyr L v o vERBAENGRARMRRENG «:
Phyed - MCV G - - FNR-R - === -« - - steavvnTscAavayyyr L Mo vERIBENERRNNIREANG -+
OsbHLHI39 - MC 1 G - - FQGSRRSSSET--sAADAVMRSGAIAYYH T L T k vEFIAGHER + NARAME s
SmbHLHO29 M MG QS AAGKSVGASPRKGSTLAAHP vsTssIiAcFer L - HER[EIA HERs vARA B s+
SmbHLHO24 M MG Q'S AAGKSVG A SPRKGSTLAAHP vsTssii1AacFer L - HERFIN HEE s vRE ' H s
40 . 50

1 . 10 . 20 30

Figura 41. Alineamiento de los aminoacidos de los péptidos codificados por las
UORFs situadas aguas arriba de los genes bHLH del subgrupo XIV. En negro se
marcan los aminoacidos completa o mayoritariamente conservados en el
extremo C-terminal.

Hay pues dos hechos que parecen apoyar la teoria de que los genes AJAX se
originaron de forma coincidente con el de la regulacién de la formacién del
xilema por ACLS5:

e el hecho de que no aparezcan homologos de AJAX en plantas no
vasculares (Figura 42), especialmente en P. patens, un musgo con el
genoma completamente secuenciado y que posee 98 bHLH, un nimero
del mismo orden de magnitud que A. thaliana o arroz.

¢ la gran mayoria de las subfamilias en que se dividen los bHLH en el
reino vegetal tienen miembros entre los diversos tipos de plantas,
mientras que el grupo XIV es exclusivo de plantas vasculares

97



bHLH

_ _ (UORF + AJAX)
Eudicotiledéneas (1) 159 (5)
Monocotiledéneas (1) 174 (5)
%]
g Ceratofilaceas -
@
"g Z Magndlidas (1) 184 (6)
0 = Qo
% IS 2 Austrobaileyales -
= 3 <
§ = Nymphaeales =
> o
ol 3 :
8 = ~
“g) 4§ ? ] Coniferas (0) 1(1)
g o] % Gnetophyta -
- &l 2
2|2 :
1S
—1 L 15 L Cycadophyta -
Monilophyta -
Licofita (1) 103 (4)
o ~( =
£ Musgos (1) 98 (0)
[2]
g5 :
S 9
2 :
-

120)

Figura 42. Esquema evolutivo del reino vegetal, indicando el niumero de genes
bHLH y AJAX. Al lado de cada clado, se indica en cursiva, el nimero de especies
con su genoma secuenciado que hemos utilizado en la busqueda. En la columna de
los genes bHLH se indica cuantos de ellos hemos encontrado y, entre paréntesis,
cuantos de ellos se parecen a un gen AJAX y ademas tienen una UORF en su 5’-
UTR.

4. Mecanismos bioquimicos de las aminopropil
transferasas

La familia de las aminopropil transferasas (SPDS, SPMS y tSPMS) vy la de las
putrescina-N-metil transferasas (PMT) constituyen un grupo de enzimas con un
alto grado de similitud entre ellas, tanto a nivel de secuencia como de
estructura. Este alto grado de parecido en enzimas con funciones divergentes,
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nos parecié un modelo adecuado para reproducir aquellos cambios hipotéticos
gue han sufrido durante la evolucion y comprobar experimentalmente su efecto.

Asi pues, era necesaria la determinacion de las constantes cinéticas de las
enzimas analizadas, como testigo de los cambios en las actividades. Este
resultado significd una cierta sorpresa, ya que los parametros de Ky, observados
en nuestras proteinas purificadas presentaron, en algunos casos, valores
relativamente alejados de los obtenidos para las mismas enzimas de otros
organismos. Ademas de las posibles explicaciones avanzadas en los resultados
de esta Tesis, en el apartado de “Caracteristicas cinéticas de SPDS, tSPMS vy
PMT” (Pagina 73), también habria que considerar que en las reacciones de
biosintesis de poliaminas, ademas de la propia poliamina, se genera un producto
secundario, el 5’-metiltioadenosina (MTA), que es la molécula resultante de
eliminacion del grupo aminopropilo del AdoMetdc. En condiciones fisioldgicas,
este MTA es degradado por MTA quinasas (Sauter et al. 2004), pero en
condiciones in vitro se acumula y actGa como un inhibidor tanto de las SPDS
(Dufe et al. 2005) como de las SPMS (lkeguchi et al. 2006), por lo que puede
afectar a nuestras determinaciones de las constantes cinéticas.

Una base importante de nuestros estudios relacionando la estructura y la funcion
es la asuncién de que las aminopropil transferasas y las putrescina-N-metil
transferasas, son proteinas de naturaleza modular, es decir, que diferentes partes
de las proteinas se encargan de funciones diferentes. De hecho, la espermina
sintasa de Homo sapiens se puede dividir en diversos modulos, de los cuales el
N-terminal es muy parecido al de una S-adenosilmetionina descarboxilasa,
mientras que el C-terminal, es muy similar al de las espermidina sintasas, con la
diferencia de poseer un espacio mayor para el anclaje de sustratos, lo cual le
permite acomodar una triamina como sustrato y generar una tetraamina como
producto (Wu et al. 2008).

Esta visién modular parece confirmarse cuando comparamos las actividades
SPDS y PMT en D. stramonium: proteinas en las que la zona de union a la
putrescina parece encontrarse en la region C-terminal, mientras que la region de
reconocimiento de AdoMetdc o del AdoMet respectivamente, se encuentra en la
region N-terminal. De acuerdo con esta observacion, las actividades enzimaticas
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de las proteinas quiméricas, realizadas entre la SPD1 y la PMT de D.
stramonium, quedan definidas en este caso por la especificidad para reconocer
el AdoMetdc o del AdoMet, que determina la regién N-terminal (Figura 37)
(Biastoff et al. 2009). De manera analoga, cuando se comparan las actividades
ACL5 y SPMS, la region C-terminal reconoce siempre la espermidina como
sustrato, pero con orientaciones opuestas, siendo ésta la razon por la que cada
enzima produce especificamente una de las dos tetraaminas posibles.

Sin embargo, los resultados de nuestras mutagénesis dirigidas sobre los residuos
diferenciales entre SPDS y PMT no han servido para confirmar el modelo
hipotético de evolucion de la funcion, aunque tampoco los desmienten. EI hecho
de que la mutacion de cada aminodcido del centro activo afecte
fundamentalmente a la funcionalidad completa de la enzima ya ha sido
observado en anteriores ocasiones para residuos similares y distintos de los
seleccionados en base a nuestro analisis informatico. Por ejemplo:

e Las mutaciones D201A, D201N, D276N y E353Q en la SPMS de
humanos reducen drasticamente su actividad enziméatica (Wu et al.
2008).

e Las mutaciones G56S, V132G y I150T, en la SPMS de humanos,
reducen los niveles de espermina y son la causa del sindrome de
Synder-Robinson (de Alencastro et al. 2008; Becerra-Solano et al.
2009).

e Las versiones mutantes de Y76F, D101l, D170A y D173A en T.
maritima, presentan valores las Ky entre 12 y 100 veces superiores a las
versiones silvestres (Wu et al. 2007).

e El intento de convertir la PMT de D. stramonium en una SPDS,
mediante las mutaciones T117Q, 1136V y 1141D, resultd, en el mejor de
los casos, en el mantenimiento de la mitad de la actividad PMT, sin la
aparicion de ninguna actividad SPDS (Teuber et al. 2007).

e Diferentes combinaciones de mutaciones (L70H, R73N, D74G, E75G,
C76F, A77P, Q79T, D103l, G105F, R108F) generando mutantes
simples, dobles, triples... hasta un decamutante, en el cual se intentaba

100



Discusion

convertir la SPDS de D. stramonium en una PMT, no presentaron en
ningln caso esta nueva actividad (Biastoff et al. 2009).

117 136 141
DSPMTLDGAIQHTENGG FP Y[TEMI VHLPLG SIPNPKKVYV LIIIIGGGIIGF TL F 146
70 7374 75 7677 79 103 105 108
DsSPDILD GV IQ LTERD ECAY QEMI THLPLC SIPNPKKV LV IGGGDGG VLR 108
176/ 1101/
TmsPDSL DG I TM TTEKD E F MElHEMLAHVPMFE LHPNPKKV L | 1 cGelillc e TL R 106
o8 107 131 134
AtSPDIL D GV I QILITERD E CAY[QEMI THLPLC SIPNPKKV L V | GGG/DGGIVLR 136
AtACL5S| DGKMQ SAERDE F I YHECLIHPALL FHPNPKTV F | MGGG EGS AAR 122
HsSPMSY DGDAQ GKEE I DS |1 L NKVEERMKEL SQDS TGRV KR LPPI VRG GA | 120
DSPMTEVLRYPT VEK I D I VE I DDVVVDVSRK FFP Y LAAN FMloPRV T L vie 101
DsSPDIEVSRHSS VEQ I D I CE | DKMVIDVSKQFFPNVA | G YEoPRYVY kK L HVG 153
TmMSPDSEVLKHDS VEKA | LCE VDGLVIEAARK YLKQTSC G F DDPRA E | VI A 151
AtSPDIEVARHAS | EQ I DMCE | DKMVVDVSKQFFPDVA I GY EDPRV NL VI G 181
AtACLSE |l LKHTT | EKV V MCD | DQEVVDFCRR FLTVNSD AF CNKKL EL VIK 167
132 150
HsSPMSDRY WP TA DGR LIMIE YD I DEVVYDEDS P YQNJKI L H S KQFGN I L I LS 165
DsSPMTDGAAFVK - - - - - - - - - ---- AAQAG Y YDA | I VD S S DFP- I GP AKD 221
DsSPDIDGV A FLK - - - - - = - = - ---- FVAEG T YDA VIVD S S DFP- I G P AQE 183
1170 173
TMSPDSNGAE YVR - - - = - - - - - - - .- KFKN- EFDV 11 I Jlls TEBIPT- AGQ G GH 181
AtSPDIDGV A FLK - - - - - = - - - ----NAAEG S YDA VIVD S S DFP I G P AKE 211
(187 188189
AtACLSDAKAELE - - - - - - - - - ----KREE- K FpIl ve D lll@BIrve ccP cvYyQ 1908
201
HsSPMSGDVNLAE SDLAY TRA | MGSGKEDYT GKDV LILGGGEIGG! LCE I VK 210
DsSPMTLFERPF FEAVAK - ALRPGGVVCTQA - -ES | WL HMH 253
DsSPDILFEKPF FESVAR - ALRPGGVVCTQA - -ES | WL HMH 215
TmSPDSLF TEEF YQACYD - AL KEDGVFSAET - -EDPFYD | G 213
VAR -ALRPGGVVCTQA - -ES LWLHMD 243

AtSPDILF EKPF F QS
AtAcLsLYTKSF=QN ILKPKL SPNGIFVTQAJBIPAG I| FTH K E 233

HsSPMSLKPKMV TMVE I DQMV | DGCKKYMRK T CGD VLDN L K 245

Figura 43. Alineamiento parcial en el cual se marcan en color los diferentes
aminoacidos mutagenizados en diversas aminopropil transferasas y putrescina-
N-metil transferasas. En naranja los de la PMT de D. stramonium (DsPMT), en
amarillo los de la SPDS de D. stramonium (DsSPD1), en rojo los de la SPDS de
T. maritima (TmSPDS), en verde y gris los realizados en esta Tesis sobre la
SPDS y la tSPMS de A. thaliana respectivamente (AtSPD1 y AtACL5) y en azul
los de la SPMS de humanos (HsSPMS), excepto tres de ellos (G56S, D276N y
E353Q). En negro se indica el aminoacido de conexién para realizar las
versiones quiméricas DsPMT y DsSPD1.

Asi pues queda claro que la interconversion, que se consigue mediante proteinas
guiméricas, no es tan facil de obtener a través de las mutaciones puntuales.
Serén necesarios estudios estructurales mas detallados del centro activo de las
aminopropil transferasas y de las putrescina-N-metil transferasas para
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determinar cuantos y cudles son los aminoacidos que debemos cambiar para
conseguir la interconversion. Y habra que tener en cuenta el “camino” seguido
por la evolucidon. Es decir, es probable que aunque los cambios predichos por
nuestros analisis sean los responsables ultimos de la diferencia en actividades,
también sean necesarios cambios “preparativos” en otros lugares fuera del
centro activo que permitan la fijacion de los nuevos cambios sin causar efectos
deletéreos en la actividad.
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Conclusiones

Si recordamos los objetivos que nos habiamos planteado al iniciar este trabajo,
estos eran: intentar comprender cudles son los mecanismos moleculares de
control de la termoespermina sobre el desarrollo del xilema, y encontrar qué
diferencias estructurales confieren especificidad a las aminopropil transferasas.

Con respecto a los objetivos planteados, podriamos decir que las conclusiones
de esta Tesis son:

1. El papel de ACLS5 es impedir la muerte prematura durante la
diferenciacion del xilema. El mecanismo mas probable es la promocion
de la traduccion de los genes AJAX, que codifican factores de
transcripcion bHLH.

2. La discriminacion de sustratos por parte de las aminopropil transferasas
y putrescina-N-metil transferasas no se explica Unicamente por
diferencias en los centros activos.

Ademads, durante el desarrollo de este trabajo hemos llegado también a las

siguientes conclusiones adicionales:

3. La termoespermina presente en Arabidopsis thaliana se sintetiza a
través de la actividad ACLS.

4. El origen evolutivo del mecanismo regulatorio de los genes 4JAX sobre
el desarrollo del xilema coincide con la aparicién de la vasculatura en
las plantas.
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Materiales y métodos

1. Caracteristicas y manejo del material biologico

1.1. Material vegetal

En esta Tesis se ha usado como sistema experimental la planta Arabidopsis
thaliana, mas concretamente sus ecotipos Col-0, La-er, La-0 y diversos
mutantes cuyos fondos genéticos eran Col-0 y La-er.

El cultivo de las plantas de A. thaliana se realizd habitualmente en el
invernadero y en camaras de cultivo con un rango de temperatura 21-23°C,
humedad relativa entre 50-80%, un fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y 8
horas de oscuridad) y se iluminaron mediante tubos fluorescentes que
proporcionan luz blanca con una intensidad de 120 mmol/m’s. El sustrato de
cultivo consistié en una mezcla de turba:perlita:vermiculita (2:1:1), que mas
adelante llamamos "tierra". Las plantas se regaron con una mezcla nutritiva,
segun fue descrito por Hoagland (Hoagland 1920).

Cuando el cultivo de las plantas se realizé in vitro, se utiliz6 un medio MS
(Murashige y Skoog 1962) manteniendo las mismas condiciones de luz,
fotoperiodo, temperatura y humedad, descritas previamente.

1.1.1. Esterilizado y preparacion de las semillas
Se utilizaron dos protocolos para la siembra:

a) Para la siembra directa en tierra, las semillas eran sumergidas en un
tubo con una solucion de agarosa 0,05% y se agitaba para repartir
homogéneamente las semillas. Posteriormente se vernalizaban,

dandoles un tratamiento de 3 dias en oscuridad a 4°C.

b) Si las semillas se sembraban in vitro, eran esterilizadas y posteriormente
se depositaban en placas petri con el medio de cultivo MS. Una vez
cerradas las placas con cinta porosa, se vernalizaban con un tratamiento
en oscuridad de 3 dias a 4°C. Para esterilizar las semillas se emplearon
2 protocolos descritos a continuacion :
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b.1) Esterilizado por tratamiento en atmosfera de cloro: se coloca en
un tubo “eppendorf” un volumen equivalente a 100 ul de semillas y
se deja abierto dentro de una campana de gases en la cual, hay un
vaso de precipitados con 100 ml de lejia; se afiaden 3 ml de acido
clorhidrico a la solucién de lejia y se cierra la campana. Se dejan las

semillas durante 5 horas y posteriormente se siembran.

b.2) Esterilizado por etanol: se coloca en un tubo “eppendorf” un
volumen equivalente a 100 pl de semillas, se afiaden 200 pl de
etanol 70% + 0,05% Triton X-100 y se lavan las semillas con esta
solucion durante 3 minutos; se retira lo anterior, se afiaden 200 pl de
etanol 96% y se lavan las semillas durante 1 minuto; se recogen y se
dejan secar en un papel estéril.

1.1.2. Mutagénesis de semillas de Arabidopsis thaliana

Se recogieron 20000 semillas del mutante ac/5-4 de A. thaliana, se embebieron
mediante agitacion en 45 ml de una solucién 25 mM Na,HPO, pH 7 + Tween
20 0,005 %. Pasadas 4 horas se afiadieron 90 pl del agente mutagénico
etilmetilsulfonato (EMS); se dejaron durante 15 horas en agitacion, transcurrido
este tiempo se realizaron 10 lavados con agua destilada para eliminar los restos
de EMS.

1.1.3. Transformacion de Arabidopsis thaliana

Se siguio el protocolo de transformacion de Clough y Bent modificado (Clough
y Bent 1998). Se cultivaron las plantas hasta que empezaban a desarrollar los
tallos florales; en ese momento se sumergieron los tallos durante un minuto, en
una suspension de Agrobacterium tumefaciens cepa C58 proveniente de un
cultivo saturado. Este medio de suspension estd compuesto por sacarosa 1,5%
(p/v) + silwett 0,02% (v/v). Las plantas se escurrieron para eliminar el medio de
suspension 'y se dejaron durante 24 h en oscuridad; posteriormente se

restauraron las condiciones de cultivo normales hasta obtener semillas.

Para seleccionar lineas T1 transformadas con el vector pFP101 (Bensmihen et
al. 2004) se colocaron las semillas transformadas bajo la lupa con luz
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ultravioleta, puesto que el vector de transformacion lleva como marcador la
proteina GFP regulada por un promotor especifico de semillas, por lo que las
semillas transformadas emiten fluorescencia verde.

1.1.4. Maceracion y cuantificacion de elementos del xilema

Se recolectaron hipocotilos de plantas de 2 meses. Se incubaron a 95°C durante
4 horas en una solucion de acido acético 50% + H,O, 3%; posteriormente se
realizaron 2 lavados con agua destilada y se neutralizdé con Na,CO; sélido. Se
disgregd el hipocotilo mediante la agitacion con un vortex. Las células
disgregadas se tifieron con una solucién de calcoflior 0,01% (p/v), se
visualizaron bajo un microscopio optico Zeiss Axioplan II y se fotografiaron
con una camara digital adjunta al microscopio. Por cada linea se analizaron 3

hipocotilos, con unas 100 células por hipocotilo.
1.1.5. Microscopia

Se recolectaron tallos basales de plantas de 6 semanas; se fijaron durante toda
una noche en una solucion etanol 50% + acido acético 5% + formaldehido 4%.
Posteriormente se deshidrataron los tejidos con una serie de pases en etanol de
concentracion creciente (70% etanol toda una noche, 80 % etanol durante 3
horas, 90% etanol durante 3 horas, 95 % etanol durante 1 hora, 100% etanol
durante una noche); tras las deshidrataciones se embebieron en resina LR White
(London REsin Company) durante 2 dias, haciendo un cambio de resina tras el
primer dia. Por ultimo se dejaron en LR White durante una noche a 60°C.

De las muestras incluidas en resina se obtuvieron secciones de 8-10 um con un
microtomo rotatorio (MicromHM330). Las secciones se tifieron con una
solucion de azul de toluidina 0,1% (p/v).

1.2. Cepas bacterianas

Se utilizaron tres tipos de cepas:

e Cepas de E. coli como vehiculo de almacenamiento y produccion de
diversos vectores, como por ejemplo TOP10, XL.1Blue o DH5a.
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e Cepas de E. coli para producir proteinas recombinantes de 4. thaliana

que posteriormente son purificadas, como por ejemplo RIL o BL21.
e Cepa C58 de A. tumefaciens para transformar plantas.

Los cultivos de E. coli y el de A. tumefaciens se realizaron en medio LB
(extracto de levadura 0,5% p/v + triptona 1% p/v + NaCl 1% p/v) suplementado
con el antibidtico correspondiente a cada construccion. Si el cultivo se realizaba
en medio solido se afiadia agarosa 1,5% p/v. Los cultivos de E. coli se
incubaron a 37°C y los de 4. tumefaciens a 28°C, ambos durante una noche. En
caso de poder seleccionarse las colonias transformantes por su color blanco/azul
se afiadian al medio 40 ul de IPTG (100mM) y 40 ul de X-Gal (40 mg/ml) por
placa.

1.2.1. Transformacion de bacterias

Se emplearon dos métodos de transformacion de bacterias, segun los siguientes
protocolos:

e Por choque térmico: se toma una alicuota de células
quimiocompetentes, se mantiene a 4°C en hielo, se afiade el DNA con el
que se quiere transformar (al menos 50 pg en caso de que se trate de
una ligacion) y se deja durante 30 min en el hielo. Después se realiza el
choque térmico (1 min a 42°C para E. coli y 5 min a 37°C para 4.
tumefaciens). Nada mas realizado el choque se afiaden 500 pl frios de
medio LB y se incuba durante 1 h a 37°C (E.coli) o 3 h a 28°C (4.
tumefaciens). Tras este tiempo de incubacion se vierten los 500 ul en
una placa de LB sdélido con los antibidticos adecuados.

e Por electroporacion: se toma una alicuota de células
electrocompetentes, se mantiene a 4° C en hielo, se afiade el DNA y se
coloca toda la mezcla en una cubeta de electroporacion seca y fria. Se le
da un pulso eléctrico de 1500 V, se afiaden inmediatamente 500 pl de
LB frio y se incuba durante 1 h a 37°C (E.coli) o 3 h a 28°C (4.
tumefaciens). Tras este tiempo de incubacion se vierten los 500 pl en
una placa de LB so6lido con los antibidticos adecuados.
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2. Técnicas de bioquimica

2.1. Extraccion, identificacion y cuantificacion de
poliaminas por GC-MS

Se realiz6 la extraccion, identificacion y cuantificacion de poliaminas segun el
método desarrollado en cooperacién con el Servicio de Metabolomica del
IBMCP (Rambla et al. 2010).

Las muestras de tejido fresco de A. thaliana se trituraron con nitrogeno liquido
y se conservaron a -80°C hasta el momento de su empleo. A la muestra
congelada se le afiadieron 4 volumenes (4 pl/mg de peso fresco) de acido
perclorico 0,2 N y 1 volumen de 1,6-diamina-hexano como patrén interno
(152,5 pg/ml). Se homogeneizaron las muestras mediante vortex;  se
centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C; se recuperaron los
sobrenadantes y se conservaron a -20°C hasta el momento de su uso.

Para purificar las poliaminas de la muestra mediante una extraccion par idnico,
se tomo el sobrenadante de la centrifuga, se llevo su pH a un rango de 7,0-7,4
con KOH 0,1 M; se ajust6 a un volumen total de 4 ml adicionando agua miliQ y
se afiadié 1 ml de tampon fosfato potasico 0,2 M pH 7,4. Se mezcldé mediante
vortex con 5 ml de una solucion de cloroformo + BEHPA 0,1 M; se separaron
las fases centrifugando a 3500 g durante 5 minutos y se recogieron 4 ml de la
fase orgénica. Esta fase se mezcld mediante vortex con 4 ml de HCL 0,1 M; se
volvieron a separar las fases centrifugando a 3500 g durante 5 minutos y se
recogieron 3 ml de la fase acuosa. De estos 3 ml, se seco 1 ml en un bloque
térmico a 70°C bajo una corriente de N

Para derivatizar la muestra, se resuspendié el residuo seco en 200 ul de
acetonitrilo, y posteriormente se mezclé mediante vortex con 200 pl de HFBA.
Se incubo esta mezcla a 80°C durante 1 hora, se dejo enfriar y se afiadieron 500
pl de metanol. La muestra se seco a temperatura ambiente bajo una corriente de
N.. Se resuspendio el residuo seco con 1 ml de tampon fosfato potasico 0,5 M
pH 7.0, que fue mezclado mediante vortex con 3 ml de diclorometano. Se
recogio la fase organica y se seco a temperatura ambiente bajo una corriente de
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N,.. Se resuspendi6 el residuo en 100 pl de acetato de etilo, y la suspension se
trasvaso al inserto de un vial de inyeccion de GC.

Para la separacion cromatografica por GC, se inyectaron 2 pl del derivado
heptafluorado en una columna BPX35 30m x 0,32 mm x 0,25 pm, usando como
gas portador helio a 2 ml/min y aplicando una rampa de temperatura 85-280°C,
a 15°C/min. El liner del inyector estaba a una temperatura de 250°C. Para la
deteccion en el MS, se tomaron 6,25 espectros/s, en un rango de masa/carga de
35 a 900, y con una energia de ionizacion de 70 eV. Los iones seleccionados
para la cuantificacion fueron, 226 para la putrescina y el 1,6-diamina-hexano, y
226+254 para la espermidina, la espermina y la termoespermina; todas las

cantidades fueron corregidas en funcion del patrén interno.

2.2. Extraccion, identificacion y cuantificacion de
poliaminas por HPLC

Se realiz6 la extraccion, identificacion y cuantificacion de poliaminas utilizando

un procedimiento descrito previamente (Carbonell y Navarro 1989).

La homogenizacién de la muestra, extraccion con acido perclorico, adicion del
patrdn interno y centrifugacion son idénticas a las realizadas para el GC-MS

Para la reaccion de dansilacion se pipetearon 100 pl del sobrenadante en un vial
de vidrio de color topacio, se mezclaron con 200 pl de Na,CO; en solucion
saturada y con 400 pl de cloruro de dansilo (10 mg/ml en acetona). Se incubo la
mezcla a 60°C durante una hora en oscuridad, posteriormente se afiadio 100 ul
de prolina (100 mg/ml en agua miliQ) y se dejé durante 30 minutos a 60°C en
oscuridad. Se afiadio 1 ml de tolueno y tras agitacion mediante vortex, se esperd
a que se separaran las 2 fases, recogiéndose la fase organica en otro vial de
vidrio de color topacio. Esta fase organica se seco en corriente de N, a 37°C.
Una vez secadas las muestras se mantuvieron a -20°C hasta que fueron
resuspendidas en 100 pl de acetonitrilo. Previamente a su inyeccion en el HPLC

las muestras se filtraron en un filtro Mlllex-HV de 0,45 um (Millipore).
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En el andlisis de HPLC se us6 una columna de reparto en fase inversa de
Hypersil ODS C18, 200 x 46 mm, 5 um de particula (Tracer Analitica,
Teknokroma) equilibrada con acetronitrilo:agua al 60% v/v. Se inyectaron 30
ul de cada muestra. Los derivados dansilados se separaron en un gradiente de
acetonitrilo:agua 60%-40% hasta 90%-10% v/v en 30 minutos, con un flujo de
1,5 ml/min. La columna se mantuvo a 37° C durante todo el analisis. Para la
deteccion se utiliz6 un fluorimetro 420 Waters con filtros de excitacion y
emision de 365 y 425 nm, respectivamente. La cuantificacion se realizo

utilizando el 1,6-diamina-hexano como patron interno.
2.3. Purificacion de proteinas

2.3.1. Induccion de proteinas

Se dejo creciendo durante toda una noche un preindculo de la cepa de E.coli con
la construccion a purificar. Este preindculo saturado se usdé como indculo para
un cultivo de volumen 100 veces mayor, que fue inducido con un tratamiento 1
mM de IPTG cuando su OD a 600 nm alcanz6 un valor de 0,5-0,6. Una vez
inducido se dejo crecer durante tres horas, se centrifugd durante 30 min a 12000

rpm, se descarto el sobrenadante y se conservo el precipitado a -20°C.
2.3.2. Purificacion de proteinas

Para la purificacion de las proteinas en estado nativo por columnas de niquel se
empleo el sistema Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

2.4. Ensayos enzimaticos

Segun cada enzima los ensayos enzimaticos fueron:

e Parael calculo la ky'™ de la SPDI1, realizamos 7 reacciones, cada una de
ellas en un volumen total de 250 pl, con un contenido 100 mM de
tampon fosfato potasico pH 7,4, 2 mM de AdoMetde, 10 mg/ml de

proteina purificada y una concentracion variable de putrescina (entre
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0,25 - 50 mM). Recogimos cuatro muestras de 50 pl a intervalos de 15
minutos. Cada muestra fue derivatizada y analizada mediante HPLC.
Para el calculo la ky ™% de la SPD1, usamos las mismas condiciones
que para la ky"™, modificando el 2 mM de AdoMetdc por una 5 mM de
putrescina, y las concentraciones variables de putrescina (0,25 - 50
mM) por concentraciones variables de AdoMetdc (0,05 - 2 mM).

Las muestras fueron recogidas y procesadas de modo similar al caso
anterior.

Para el céalculo la ky ™

de la ACLS, usamos las mismas condiciones que
para la ky™" de la SPD1, modificando el pH del tampén de 7,4 a 7, y las
concentraciones variables de putrescina por concentraciones variables
de espermidina. Las muestras fueron recogidas y procesadas de modo
similar al caso anterior.

Para comprobar la actividad PMT, realizamos una reaccion con un
volumen total de 250 pl, con un contenido 100 mM de tampon HEPES
pH 8, 1 mM de AdoMet, SmM de putrescina y 10 mg/ml de proteina
purificada. Recogimos cuatro muestras de 50 ul a intervalos de 15

minutos. Cada muestra fue derivatizada y analizada mediante HPLC.
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3. Técnicas de biologia molecular

3.1. Extraccion de acidos nucleicos

3.1.1. Extraccion de RNA

Las extracciones de mRNA total se realizaron partiendo de unos 100 mg de
tejido, utilizando el sistema RNAeasy (QIAGEN) segtn las indicaciones del
fabricante. En caso de usar las muestras para realizar qRT-PCR, se elimin¢ el
DNA gendmico con un tratamiento con DNAsa (DNase digestion, QIAGEN)
segun las instrucciones del fabricante. La concentracion del RNA se determin6
mediante un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific). Una vez
purificados los RNAs fueron almacenados a -80°C hasta su utilizacion.

3.1.2. Extraccion de DNA gen6mico

Las extracciones de DNA gendémico para su posterior uso como molde para
PCR se realizaron seglin el método descrito por Edwards (Edwards ef al. 1991).
Se cortd un disco de 1 cm de diametro por cada muestra, y se triturd en N,
liquido. Se afadieron 400 pl del tampdn de extraccion (200mM Tris-HC1 pH
7,5 + 250 mM NaCl + 25 mM EDTA + 0,5% SDS p/v) se mezclaron mediante
vortex y se centrifugaron 1 minuto a 13000 rpm; se tomaron 300 pl del
sobrenadante y se afadieron 300 pl de isopropanol; se mezclaron mediante
vortex y se dejaron 2 minutos a temperatura ambiente para que precipitaran; se
centrifugd 5 min a 13000 rpm, se elimino todo el sobrenadante y se dejo secar al
aire. El precipitado se resuspendié en 50 ul de agua destilada y se almacen¢ a -
20°C hasta su utilizacion.

3.1.3. Extraccion de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico se realizd a partir de 1,5 ml de cultivo
saturado, con el sistema Plasmid Mini Kit 1 (E.Z.N.A.), siguiendo las
indicaciones del fabricante.
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3.2. Generacion de construcciones en vectores
plasmidicos

3.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Realizamos las PCRs en tubos de 0,2 ml con un termociclador TC-152
(Techne). El volumen final era 50 pl, con una concentracion final de 1x del
tampon de reaccion, 0,2 uM de cada oligonucledtido, 0,2 mM de nucledtidos y
1 unidad de la polimerasa (Biotools). Los programas de amplificacién constan
de 30-40 ciclos con 30 s a 94°C, 30 s a 50-60°C (segun la T, de los
oligonucledtidos) y un tiempo variable (segin el tamafio de producto a
amplificar 1min/Kb) a 72°C. Los productos amplificados por PCR se analizaron

en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
3.2.2. Digestiones

Las digestiones se realizaron utilizando el tampoén indicado por el fabricante de
cada enzima, y con un numero de unidades de enzima calculadas a partir de la
siguiente formula:

kb DNA referencia n?2 cortes DNA diana

N° unidades = X X DNA di
unicades kb DNA diana n® cortes DNA referencia HE lana

3.2.3. Purificacion de bandas de DNA separadas en geles de
agarosa

El DNA contenido en las bandas de agarosa se purifico con el sistema de
extraccion de bandas QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Para bandas de
tamafio superior a 5 Kb se us6 el QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN).

3.2.4. Ligaciones

Las reacciones de ligacion se realizaron con una proporcion molar entre inserto
y plasmido de 5:1. Para cada reaccion se emplearon unos 50-200 ng de
plasmido linearizado; mientras que para calcular la cantidad de inserto se aplico
la siguiente formula:
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ulinserto ng/ul vector X tamafio inserto (kb)

=5x
ul vector ng/ul inserto X tamafio vector (kb)

Cada reaccion contenia tampon de ligacion 1x (Roche) y 1 unidad de ligasa T4.
3.2.5. Mutagénesis dirigidas

Para cada mutagénesis se disefiaron dos oligonucleétidos complementarios y
parcialmente solapantes que incorporaban la mutacion a introducir; se realizaba
una PCR con estos dos oligonucledtidos con un tiempo de extension en funcion
del tamafio del plasmido a mutagenizar. El producto de la PCR fue digerido con
Dpn I para eliminar las copias de plasmido original no mutagenizado. Este
producto de digestion fue utilizado, para transformar por choque térmico

células competentes de E.coli.
3.3. Construcciones generadas

3.3.1. Sobre-expresion de AJAX en el mutante acl5

Los fragmentos de las secuencias codificantes principales de 4JAX1, 2 y 3
fueron amplificados por PCR (Tabla 6). Los productos de PCR fueron digeridos
con Bam HI'y Sal I, al igual que el plasmido pFP101 (Bensmihen ef al. 2004) y
posteriormente purificados de una banda aislada de un gel de agarosa y ligados.

Tabla 6. Oligonucleodtidos para clonar los AJAXs en el pFP101

Oligonucleétido Gen Secuencia (5'a 3’) ir;:::zigﬁ
FVS249 AJAX1 | CCGGATCCCTGCTAAGAGCATGCCTCTGGA
FVS245 AJAX2 | CCGGATCCACGTTTGCACGGGTTTTCTGAT BamH |
FVS251 AJAX3 | CCGGATCCCAAGAGCATGCCTCTTGATACCA
FVS250 AJAX1 | CCGTCGACTTTCACGCCTTATCTGTCTGCA
FVS246 AJAX2 | CCGTCGACATCGGTAGCATTCAAGATTGGT Sall
FVS252 AJAX3 | CCGTCGACAGGGGTTGTAGGTTTTTCACCA
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3.3.2. Transcripcion in vitro de AJAX2

Se amplifico por PCR (tabla 7) un fragmento de 1868 pb, que corresponde al
cDNA completo de 4J4X2, de las que, 756 pb corresponden a la secuencia
codificante principal de AJAX2 y 1112 pb que corresponden a la 5’-UTR del
mismo gen, incluida la uORF. Se digirieron tanto este fragmento como el vector
pSP64 (Promega) con Pst [ 'y Xbal I, se purificaron y se ligaron. Al no conseguir
transcribir in vitro esta construccion, la digerimos con Hind III para eliminar
gran parte de la 5"-UTR vy religamos el vector en el cual sélo transcribiamos la
OREF principal.

Después amplificamos por PCR (Tabla 7) la uORF, y lo subclonamos en un
vector pCR2.1 (Invitrogen), para luego clonarlo en el vector que contenia la
ORF de AJ4X2, mediante un corte con Hind IIl y ligacion para generar una
construccion para transcribir 4J4X2 bajo el control del uORF.

Tabla 7. Oligonucleétidos para clonar los AJAX2 en el pSP64

Oligonucleétido Gen Secuencia (5'a 3") i:::iigﬁ
FVS265 Z'J%’é GGCTGCAGGCTGAATTTGATTTTTC Pst
FVS266 o | CCTCTAGAGGTATAAGCGTGACTTTTC Xba |
FVS272 Rt | TTCCTTTCAGGTGTTGTTTCCGGAATTCGG -
FVS226 Ot | TTCTACTACCGATTTGTCGCCT .

Por ultimo, generamos las versiones mutantes de la uORF, realizando
mutagénesis dirigida sobre el vector de transcripcion de 4J4X2 controlado por
la uORF (Tabla 8).

Tabla 8. Oligonucledtidos de mutagénesis de pSP64 + uORF + AJAX2.

Oligonucleétido Secuencia (5'a 3') Mutacion generada
FVS309 CAGTTGTTTAAGCCTGTAACGTAGA
L44->F44 (ajx2-31)
FVvS282 GCTTAAACAACTGTCTGAAATATTCAG
FVvS283 GGAAACTGATCATTGAAGGAAATAG
R11->STOP (ajx2-48)
FVS284 ATGATCAGTTTCCCTTCTTGTTTC
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3.3.3. Purificacion de proteinas

En la purificacion de proteinas se utilizdé el vector pET28b (Novagen) para
realizar una fusion traduccional de nuestra proteina de interés a un epitopo de
seis histidinas en el extremo C terminal. Amplificamos por PCR las CDS
completas (excepto el triplete del codon de parada) de ACLS5 y SPDI, mediante
los oligos mostrados en la tabla 9, digerimos estos productos de PCR y el vector
con los enzimas de restriccion indicados en la tabla 9, ligamos y transformamos
con células competentes de E.coli. Una vez comprobado que la construccion era
correcta, se extrajo el plasmido y se retransformd en una cepa de E.coli
adecuada para la produccion de proteinas como BL21.

Tabla 9. Oligonucledtidos para clonar ACL5 y SPD1 en el pET28b

Oligonucleétido Gen Secuencia (5'a 3’) Fez:"i‘::zidéﬁ
FVS006 ACL5 CCCCATGGGTGAAGCCGTAGAGGTCATGT Nco |
FVS019 ACL5 ATGTGCTCGAGAATATGCCGGTACGCCACA Xho |
FVS027 SPD1 GCGGAATTCATGGACGCTAAAGAAACCTCT Eco RI
FVS026 SPD1 CGTGCTCGAGATTGGCTTTTGACTCAATGAC Xho |

La purificacion de la DsPMT se realizo a partir de una construccion con la CDS
de la PMT en el vector pET21d, cedido amablemente por la Dra. Birgit Drége.

Para generar las versiones mutantes ACLS y SPDI, realizamos mutagénesis
dirigida sobre las construcciones generadas previamente (Tabla 10a y 10b).

Tabla 10a. Oligonucledétidos de mutagénesis de pET28b + ACL5

Oligonucleétido Secuencia (5'a 3°) Mutacion generada
FVS105 GGGAGATTCATCTGATCCAGTGG L187 A188 >
FVS106 CTGGATCAGATGAATCTCCCACTATG S187 5188
FVS039 TAGCTGAGCCCGTGGAAGGTGGACCTTGTTATC D186 > E186
FVS040 CTTCCACGGGCTCAGCTAAATCTCCCACTATG
FVS103 AATCCTTCTTCCAAAACATTCTC

Y205 > F205
FVS104 ATGTTTTGGAAGAAGGATTTGG
FVS101 CCAGGCTGAACCAGCAGGAATATTC

G224 > E224
FVS102 CCTGCTGGTTCAGCCTGGGTGAC
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Tabla 10b. Oligonucledtidos de mutagénesis de pET28b + SPD1

Oligonucleétido

Secuencia (5'a 3°)

Mutacion generada

FVS301 GTAATCCAACATACGGAGAGAGATG L98 > HoB
FVS302 TCTCTCCGTATGTTGGATTACTCC
FVS299 TGTGCTTATACGGAAATGATCACTC

Q107 > T107
FVS300 TCATTTCCGTATAAGCACATTCATC
FVS261 GAGGAGGAATTGGAGGTGTCCTGC D131 = 1131
FVS262 GACACCTCCAATTCCTCCTCCAATG
FVS297 TGGAGGTACCCTGCGGGAAGTTG

V134 > T134
FVS298 CCGCAGGGTACCTCCAATTCCTC

3.4. Genotipados

3.4.1. Genotipado de la delecion del mutante acl5-4

Para comprobar el genotipo de una planta problema se realizaba una PCR con 3
oligonucledtidos; dos de ellos, FVS013 y EGMO044, son flanqueantes a la

delecion; mientras que el tercero, FVS017, es un oligonucledtido interno que

hibrida dentro de ella. En caso de ser una planta acl5-4, los oligonucledtidos

flanqueantes amplificaban un producto de 548 pb; pero si la planta era silvestre

el producto era de 376 pb.

Tabla 11. Oligonucleétidos para genotipar la delecion del ac/5-4. acl5acl5mutante

Oligonucleétido Secuencia (5'a 3°)
FVS013 GTCGAGAGGGGAACTGACAAGTGTACA
FVS017 CTCCCACCCAAAATCTCAGTCCTTGT
EGMO044 GCAAATGATGGCACATGTGCTGTGTAAG

3.4.2. Genotipado de mutantes de insercion de T-DNA

Los mutantes por insercion de T-DNA utilizados en este trabajo provinieron de

dos colecciones; 4 lineas de la coleccion conocida como lineas SALK (Alonso
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et al. 2003) y una linea de la coleccion conocida como Gene Trap del Cold

Spring Harbor (Sundaresan et al. 1995). Las lineas empleadas fueron:

e SALK 147291. Con insercion en la 5-UTR de AJAX2.
e SALK 095875. Con insercion en la 5'-UTR de 4J4X2.
e SALK 107954. Con insercion en la 5'-UTR de AJAX]I.
e SALK 02930. Con insercion en la 3’-UTR de AJAXI.

e FETI12122.Ds5.08.28.2003.jx25.459. Con insercion en la 5-UTR de

AJAX3.

Para el genotipado de una planta problema, se realizaron dos PCRs. En la

primera de ellas se utilizaron dos oligonucledtidos flanqueantes al punto de

insercion de T-DNA; en la segunda, se utilizaron un oligonucleoétido

flanqueante (Tabla 12) y otro que hibrida exclusivamente dentro de la insercion

(el oligonucledtido EGMLBI para las lineas del SALK y el oligonucleotido

FVS303 para la linea del Cold Spring Harbor). Segun se obtuvo un producto de

PCR en la primera, en la segunda o en ambas; teniamos una planta silvestre,

heterocigota u homocigota para la insercion, respectivamente. En todos los

genotipados, se llevd en paralelo una muestra de una planta silvestre Col-0

como control positivo.

Tabla 12. Oligonucledtidos flanqueantes para genotipar las inserciones de T-

DNA.
Oligonucleétido Secuencia (5'a 3') Gen
FVS195 CTTACATTGGTACCTTGTGGAAGC AJAX2
FVS227 TTGTTGCCACTCACCTCTTTAGA AJAX1
FVS228 CCCGTTGCCTCTTATCCAGA AJAX1
FVS239 GAGCATCGATCTCATTTGGATCT AJAX2
FVS244 CATTGTTTGTCGCTGTGCTCTCT AJAX3
FVS296 CCCTCGCTCTGCATCCATAG AJAX3

Tabla 13. Oligonucleétidos internos a la insercién de T-DNA..

Oligonucleétido

Secuencia (5’a 3")

Insercion

FVS303 CCGTCCCGCAAGTTAAATATG

Cold Spring Harbor

EGMLB1 CAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCA

SALK
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3.5. Cartografiado de las lineas ajxI-4, ajx2-10'y ajx2-31

Para localizar en el genoma de A. thaliana, la posicion fisica de las mutaciones
de las 3 lineas, cruzamos cada una de las lineas, que se encuentran en fondo La-
er, con una planta acl5-5 en fondo Col-0. En la F2 seleccionamos 50 plantas de
fenotipo enano acl5, de las que se enviaron muestras congeladas al Servicio de
Cartografia Génica de la Universidad Miguel Hernandez. En esta primera fase
se analizaron estos 50 individuos mediante un analisis de ligamiento con 32
microsatélites polimorficos entre Col-0 y La-er, distribuidos por los 5
cromosomas de A. thaliana. De los resultados de este cartografiado de “baja
resolucion”, se concluyo que:

e las mutaciones de las lineas ajx2-10 y ajx2-31 estan localizadas en una
region de unas 3 megabases situada en el cromosoma 1, delimitada por
los marcadores AthZFPG y SNP10026. Como ambas mutaciones se
encuentran en la misma regidon, supusimos que son alélicas y
Unicamente continuamos con el mapeo de la linea ajx2-31.

e la mutacion de ajx/-4 estd en una region de unas 4,5 megabases situada

en el cromosoma 5, entre los marcadores MUA2 y K8K14.

Para continuar delimitando la posicidén, enviamos muestras de otros 600
individuos enanos de la F2 , al Servicio de Cartografia Génica de la Universidad
Miguel Hernandez. Con estas muestras se realiz6 un cartografiado de “alta
resolucion” a través del analisis de otros microsatélites, incluidos dentro de la
region delimitada previamente para cada linea. De los resultados se concluyo
que:

e la mutacion de la linea ajx /-4 esté situada en una region de 136 Kb que
incluye 3 BAC parcialmente solapantes comprendidos entre los
marcadores Cerd55797 (con 1 individuo recombinante para este
marcador de la poblacion inicial de 650) y Cer458067 (con 1 individuo
recombinante para este marcador de la poblacion inicial de 650).

e la mutacion de la linea gjx2-31 esta situada en una region de 222 Kb
que incluye 4 BAC parcialmente solapantes comprendidos entre los
marcadores Cer479911 (con 7 individuos recombinantes para este
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marcador de la poblacion inicial de 650) y Cer479988 (con 1 individuo
recombinante para este marcador de la poblacion inicial de 650).

Desde el Servicio de Cartografia Génica nos reenviaron estos individuos
recombinantes, en los que analizamos mas marcadores, CAPs y dCAPs. Con
este trabajo redujimos los intervalos a:

e en la linea @jx/-4, un tamafio de 81 Kb comprendidos entre los
marcadores Cer458067 y Cer440084; con 22 genes dentro del intervalo.
e en la linea agjx2-31, un tamafio de 93 Kb comprendidos entre los
marcadores Cer480732 y Cerd79895; con 21 genes dentro del intervalo.

Para terminar de localizar las mutaciones pasamos a amplificar por PCR los
genes internos de cada intervalo usando como molde el DNA gendémico de cada
linea supresora. Estos productos de PCR se purificaron por fenolizacion seguida
de una precipitacion, y fueron secuenciados por el Servicio de Secuenciacion
del IBMCP. En la linea ajx/-4 secuenciamos 3 genes antes de encontrar la
mutacion en el gen At5g64340, mientras que en ajx2-31 secuenciamos 12 genes
antes de encontrar la mutacion en el gen At1g29950.

Tabla 14. Oligonucledtidos para genotipar microsatélites utilizados en el mapeo
de ajx1-4

Tamaio amplificado
Marcador | Oligonucleétido Secuencia (5'a 3")
Col La-er
455797-1 GAACCTGTAACATTTCAACTAAG
Cer455797 244 pb 270 pb
455797-2 TGTCTCATCCAGGTCATGGAC
458067-1 AGAATTTCTCCATCTCTCCGC
Cerd58067 288 pb 305 pb
458067-2 ATTCACAGTGTCCCCAAAAGTC

Tabla 15. Oligonucleétidos para genotipar CAPS utilizados en el mapeo de ajx71-4

Marcador | Oligonucleétido Secuencia (5'a 3’) E“z'f"a.'i'e
restriccion
FVS182 CACGACGCAGAAATTATGGGA
Cer437611 Acc |
FVS183 ATTTTGTCACGAATAATTTGCGTT
FVS186 CAATGGAATCTACTAGATACGGGGA
Cer440074 Nsp |
FvsS187 AACGACATTTGGTGTGTGGATACA
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Cer440109

FVS190

CGGTTCCTTTCTCTTCTTTGGT

FVS191

CGAGCTCTTAAAATCGTCTCCG

Taq |

Cer440084

FVS193

TCAGGGAGGATACTGTCGCTGT

Taql

Tabla 16. Oligonucleétidos para amplificar y secuenciar el gen At5g64340 en el
mapeo de ajx71-4. Los oligonucledtidos del resto de genes secuenciados se

muestran en el CD de anexos.

Gen Oligonucleétido Secuencia (5'a 3)

FVS218 GTTCCATAATTCTGAGAGACTACTCCC
FVS219 GCCAAATCCAAGTTCTGGTTAGT
FVS220 GATAAATTCGCCGTTCTCCATC

At5g64340
FVS221 CAATACGAATTCCCATTCTCTGTG
FVvS227 CGCAGTGAGTTCCTCTCTCTCAT
FVS228 GCTCTAATCGTACCGTATTCATGG

Tabla 17. Oligonucledtidos para genotipar microsatélites utilizados en el mapeo

de gjx2-31
Tamaio amplificado
Marcador | Oligonucleétido Secuencia (5'a 3’)
Col La-er
479911-1 CAAAATAGAACCAACACCGTAAA
Cer479911 227 pb 221 pb
479911-2 ATTCACTTTCCAATAGATCACTC
479988-1 CAACGGCTCACACTTTCCCTT
Cer479988 222 pb 227 pb
479988-2 CTGTAAAGATGGAACACACTATG
Tabla 18. Oligonucledtidos para genotipar dCAPS utilizados en el mapeo de
ajx2-31
Marcador | Oligonucleétido Secuencia (5’a 3') E“Z'T“a.‘?e
restriccion
FVS062 AGCCACTATGTGGAGGTACATCGA
Cer481348 Clal
FVS063 ATATATTCCCACAGCCAATAGAAC
FVS064 CAGTTTGCTCTGGCTTGAAATAGT
Cer480732 Mae Il
FVS065 TGTCTGAACAAGACGAATAGGGTC
FVS060 AAGCAGCTCCTATCAGGAGAATGAT
Cerd80737 Bel |
FVS061 GCGAAGAACTTCTTAGTTTCCGTG
FVS089 ATGCGACTTTAAGTTATTCCTCA
Cer479897 Dde |
FVS090 AAACTCTAAATATATAGAACTAGACCG
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FVS082 TTGGACCAAAGCCCCATGAAGGC
Cer479895 Hae llI
FVS083 CGCCGTCGGCAACGAACTATACA

Tabla 19. Oligonucledtidos para amplificar y secuenciar el gen At1g29950 en el
mapeo de ajx2-31. Los oligonucleétidos del resto de genes secuenciados se
muestran en el CD de anexos.

Gen Oligonucleétido Secuencia (5'a 3°)
FVS195 CTTACATTGGTACCTTGTGGAAGC
At1g29950 FVS196 CTCTGGTGGAAACTCGTGATATCT
FVS197 CCTGCCAACAAAAGGAAGTGAG

3.6. Secuenciacion de los alelos supresores de AJAXI,
AJAX2, AJAX3 y AJAX4

Para secuenciar las uORFs de los 4 genes bHLH candidatos a suprimir la
mutacion de acl), realizamos PCR de cada una de las uORFs, en cada uno de
los genes AJAX, usando como molde el DNA genoémico de las 40 lineas
supresoras que obtuvimos en la busqueda de supresores. Estos productos de
PCR fueron purificados por fenolizacion seguida de una precipitacion y
posteriormente secuenciados por el servicio de secuenciacion del IBMCP. Los
oligonucledtidos empleados para amplificar las uORFs fueron:

Tabla 20. Oligonucledtidos para amplificar y secuenciar las uUORFs de los genes
AJAX1, 2,3y 4

Gen Oligonucleétido Secuencia (5'a 3")
At5g64340 FVS218 GCTGATGAGATTCTTCCTTCGACT
AJAXT FVS228 CCCGTTGCCTCTTATCCAGA
At5g09460 FVS230 TGCTGTTTGGTATCAAGAGGCA
AJAX3 FVS244 CATTGTTTGTCGCTGTGCTCTCT
At1g29950 FVS226 TTCTACTACCGATTTGTCGCCT
AJAX2 FVS231 TTATCAGATGATTGCTGAATTTGAT
At5g50010 FVS232 TTCCGTTAGCTGAATTTGTTTACA
AJAX4 FVS233 ACGATCTTGTCCCATCCAACA
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3.7. Analisis de expresion de genes

3.7.1. Obtencion de cDNA

A partir de 1 pg de RNA total, se produjo cDNA, usando el sistema SuperScript
II First-Strand cDNA Synthesis System (Invitrogen), segun las indicaciones del
fabricante.

3.7.2. Analisis qRT-PCR

Los oligonucleotidos utilizados para estas reacciones se disefiaron con el
programa Primer Express 2.0 (Tabla 21). Las reacciones de PCR cuantitativa se
realizaron en un volumen de 20 pl, empleando 10 ul de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul de c-DNA y 1 ul de cada oligo 5 uM.
Por cada muestra se realizaron tres PCRs idénticas, utilizando un termociclador
7000 Real-Time PCR System o un 7500 Real-Time PCR System. Los valores
de expresion génica se calcularon mediante la cuantificacion de la fluorescencia
en un punto de la fase exponencial asociado a un nimero de ciclos (C,). A partir
de este C; se calculd la expresion relativa de cada gen respecto a una muestra
control, siendo previamente normalizados todos los valores en funcion del gen
constitutivo ElFal.

Tabla 21. Oligonucledtidos de qRT-PCR.

Gen Oligonucleoétido Secuencia (5'a 3")
EGM gAJAX1 01F | GGATAATTGCCAGGCTGAGTACTT

EGM gAJAX1 01R | GAACGAAAAACAATCACAGATTGAA
gPCR-AJAX2-F | GATGAAGTGGGTGACAGAAATATG

AJAX1

AJAX2
gPCR-SSS31-R | GCACATGGTGGGAACAAAGC
FVS295 GGGAGAGCAGACTCGTTTGTTAC
AJAXS FVS296 CCCTCGCTCTGCATCCATAG
EF-1a F CCCAGGCTGATTGTGCTGT
ElFat EF-1aR GGGTAGTGGCATCCATCTTGTT
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3.8. Transcripcion-traduccion in vitro

Se digirieron 10 pug de plasmido pSP64 con la construccion correspondiente,
con el enzima de restriccion EcoRI; esta digestion que linealizaba el plasmido
fue purificada por fenolizacion y precipitacion. La reaccion de transcripcion se
realizo en 20 pl totales con 3 pg de plasmido linealizado, 20 unidades de SP6
RNA polimerasa (Roche), 20 unidades de inhibidor de RNAsa (Roche), 2 pl de
buffer 10x y ATP, GTP, CTP y UTP a 0,5 mM, se incub6 2 horas a 37°C;
pasado este tiempo se traté con 20 unidades de DNAsa I (Roche) 30 min a 37°C,
y finalmente se purificéd por fenolizacion y precipitacion.

La traduccién in vitro se realizdo en 20 pl totales con 12 pg de RNA como
molde, 12 pl de Wheat Germ Extract Plus (Promega) y 0,5 ul de Fluorotect™
Green Lys tRNA (Promega); la reaccion fue incubada durante 2 horas a 25°C.
El resultado de la reaccion fue separado en un gel SDS-PAGE al 12% de
acrilamida. El gel fue escaneado en un Typhoon TRIO (Amersham Biosciences)
con un filtro de excitacion de 488 nm y uno de emision de 520 nm de longitud
de onda.

3.9. Analisis de  expresion génica  mediante
micromatrices

3.9.1. Extraccion de RNA total

Se sembraron semillas de los genotipos indicados, acl5-5, Col-0, acl5-5 +
35S::4JAX2, en placas de MS y MS + 0,1 mM termoespermina. Se recolectaron
las plantulas a las 2 semanas y se pulverizaron con N, liquido. El RNA total se
extrajo usando el sistema RNeasy Plant Minikit (QIAGEN) segin las
instrucciones del fabricante. La cantidad de RNA fue cuantificada mediante un
espectrofotometro Nanodrop.

3.9.2. Amplificacion de RNA

Se amplifico el RNA extraido mediante el sistema MessageAmp'™ aRNA Kit
(Ambion). Para ello a partir de un 1 pg de RNA total, sintetizamos c-DNA de
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doble cadena usando el oligonucleétido T7-Oligo-dT como cebador, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este cDNA fue purificado usando el sistema
DNA Clear (Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante y fue usado
como molde para generar nuevo aRNA, con una mezcla de ribonucleétidos con
aminoalil-UTP, mediante el MessageAmp' " aRNA Kit (Ambion). Este aRNA
fue purificado con el sistema Mega Clear (Ambion) segun las instrucciones del
fabricante y fue cuantificado mediante el espectrofotometro Nanodrop.

3.9.3. Marcaje fluorescente del RNA amplificado

Se tomaron 10 pg de aRNA para cada muestra, y fueron marcados con Cy3 y
Cy5 (Amersham/GE Healthcare). Cada vial de fluoréforo fue resuspendido en
15 pl de DMSO, de los cuales se usaron 5 pl por marcaje. Se secaron los 10 pug
de aRNA mediante “speed-vacuum” y fueron resuspendidos en 2 pl de Na,CO;
1M; se afiadieron los 5 pl del fluoréforo correspondiente y 13 ul de agua miliQ.
Se dejo incubar la reaccion a temperatura ambiente, durante una hora en
oscuridad. Se detuvo la reaccion anadiendo 35 ul de acetato sodico pH 5,2 100
mM. Los aRNAs de las muestras Col-0, acl5-5 + 35S::4AJAX2, y acl5-5 + 0,1
mM termoespermina se marcaron con Cy3 y las muestras de acl5-5 se marcaron
con Cy5. Todos estos Cy dye-aRNA fueron purificados mediante el sistema
Mega Clear (Ambion). El rendimiento del marcaje (pM de fluoréforo/ul) fue

determinado mediante el espectrofotometro Nanodrop.
3.9.4. Hibridacion de Cy-dy-aRNA con las micromatrices

Se emplearon micromatrices de DNA de oligonucleotidos largos del conjunto
del 4. thaliana Genome Oligo Set Version 3.0, generadas en la Universidad de
Arizona (http://ag.arizona.edu/microarray). Para cada una de las tres
comparaciones se realizaron tres réplicas biologicas.

Se preparo el cristal, entrecruzando su DNA mediante un tratamiento de 65 mJ
de luz ultravioleta en un horno de entrecruzamiento UV Stratalinker 1800. Tras
este paso, se prehibrido el cristal durante 30 min a 42°C con la solucién de
prehibridacion (3x SSC + 001%(p/v) SDS + 0,016%(p/v) BSA). Posteriormente
se hicieron dos lavados al cristal con agua miliQ y uno con isopropanol. Se seco
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el cristal por centrifugacion a 2000 rpm durante un minuto, y se dejo en la
camara de hibridacion.

Paralelamente se prepard la sonda mezclando 300 pM de cada uno de los dos
Cy dye-aRNA, se secaron mediante “speed-vacuum”, se resuspendieron en 5 ul
de agua miliQ, y se le afiadieron 1 pg de tRNA de levadura (Ambion), 1 pg de
polyA (roche), y 1 pl de tampon de fragmentacion (Ambion), hasta un total de
10 pl. Se incubo6 a 70°C durante 15 min para conseguir la fragmentacion de la
sonda, tras los cuales se interrumpid la reaccion anadiendo 1 pl de tampdn de
parada (Ambion) y dejandola en hielo. Posteriormente se coloco la sonda en un
bafio hirviendo durante 5 min. Se dejoé enfriar y se anadi6é 55 pl de solucion de
hibridacion (formamida desionizada 62,5%(v/v) + 6,66x SSC + SDS
0,55%(p/v) + 5,55x de solucion Dendhardt’s). La sonda ya preparada se coloco
sobre el cristal y se tapo con un cubre LifterSlip (Eries Scientific Company).

Se dejo el cristal con la sonda encerrado en la camara de hibridacién, incubando
a 37°C durante 16 h.

3.9.5. Lavado de las micromatrices

Trascurridas las 16 h, se quitd el cubre y se realizaron los siguientes lavados a la
micromatriz:

e Un lavado con 2x SSC + 0,1 % (p/v) SDS a 30°C durante 5 min.
e Un lavado con 0,2x SSC + 0,1 % (p/v) SDS a 30°C durante 5 min.
e Seis lavados con 0,1x SSC a temperatura ambiente durante 2 min.

e Un lavado con 0,01x SSC a temperatura ambiente durante 2 min.
Se seco el cristal mediante centrifugacion de 1 min a 2000 rpm.
3.9.6. Escaneo y analisis de las micromatrices

El escaneado se realizd en un escaner Genepix 4000B (Axon Instruments),
usando la aplicacién informatica Genepix 4.0. Las imagenes se escanearon a
635 y 532 nm, ajustado la ganancia de los fotomultiplicadores de modo que el
numero de pocillos saturados fuese inferior al 0,1% y que el cociente entre el
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sumatorio de las sefales totales para cada fluoroforo, tuviese un valor entorno a
1.

El analisis de las imagenes se realizé utilizando la aplicacion informatica
Genepix 6.0 (Axon Instruments) y para el analisis estadistico se utilizo el
programa Acuity 4.0 (Axon Instruments). Para el analisis de enriquecimiento de
categorias se usé la aplicacion Classification SuperViewer Tool w/ Bootstrap
(http://bar.utoronto.ca/).

4. Analisis filogenético y estructural

4.1. Rastreo y analisis de secuencias

Todas las secuencias de A. thaliana empleadas en los diversos alineamientos se
obtuvieron de la base de datos del TAIR (www.arabidopsis.org). En el caso del
estudio evolutivo de los genes AJAX y sus uORFs, utilizamos las secuencias
AJAXI, AJAX2 y AJAX3 para realizar una busqueda mediante BLAST en las
bases de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y PHYTOZOME
(www.phytozome.net). Ademas, también obtuvimos mas secuencias
aprovechando los datos suplementarios de diversos articulos -cientificos
(Toledo-Ortiz et al. 2003; Hayden y Jorgensen 2007; Pires y Dolan 2009).

Para los analisis filogenéticos, el alineamiento de las secuencias se generd
utilizando el programa CLUSTALX utilizando los parametros definidos por
defecto (Thompson et al. 1997); excepto para la figura 33 en la cual se empled
el programa MUSCLE (Edgar 2004) utilizando los parametros por defecto, este
ultimo alineamiento fue analizado utilizando el programa PhyMLv3.0 (Guindon
y Gascuel 2003) utilizando el modelo de sustitucion aminoacidica WAG y los

parametros por defecto.

La representacion de los alineamientos obtenidos se realizo con el programa
CLUSTALX, mientras que para los arboles filogenéticos empleamos el
programa FIGTREE (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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4.2. Analisis estructural

La estructura tridimensional de la PMT de Nicotiana tabacum fue generada con
el servidor MODWERB (http://salilab.org/modweb) (Pieper et al. 2004). La PMT
modelada y la estructura de la SPDS de 4. thaliana (c6digo PDB 1XJ5) se
superpusieron utilizando el programa LSQKAB del paquete CCP4 (CCP4
1994). La molécula de AdoMet en el centro activo de la PMT fue generada
utilizando como molde la molécula del AdoMetdc de la estructura de la SPDS.
Para mejorar la modelizacién del complejo AdoMet-PMT se aplicé dinamicas
de angulos de torsiéon y minimizacion de energia con el programa CNS (Brunger
et al. 1998).

Para evaluar los sitios de union de las poliaminas en las proteinas SPDS, SPMS
y tSPMS, se superpusieron las estructuras de la tSPMS de Thermus
thermophilus (c6digo PDB 1UIR), la de la SPDS de Thermotoga maritima
(co6digo PDB 1INL) y la SPDS de A. thaliana, utilizando el programa
LSQKAB. El analisis de las interacciones de las poliaminas en los diferentes
centros activos se realizd con el paquete CCP4. Para la representacion
estructural de esta comparacion se utilizaron la estructura de la SDPS de A.
thaliana y la estructura de ACLS de A. thaliana, predicha por el programa
PHYRE (Kelley y Sternberg 2009) y extraida de la pagina web EPLANT
(http://bar.utoronto.ca/eplant/).

La representacion grafica de todos los modelos se llevo a cabo con el programa
PyMOL (www.pymol.org).
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Anexos

Los anexos incluidos en el disco compacto que acompaiia esta Tesis son los

siguientes archivos:

Anexo oligos.doc>Relacion de oligonucleotidos empleados en la
secuenciacion de diversos genes, durante el cartografiado de ajxi-4 y
ajx2-31.

Anexo resumen resultados microarrays.xlsx—>Listado de genes

diferencialmente expresados de las micromatrices de esta Tesis.

Anexo Secuencias Figura 20, 21, 33, 39, 41 y 43.txt->Relaciéon de
secuencias empleadas en la figuras 20, 21, 33, 39, 41 y 33 de esta Tesis,
respectivamente.

Anexo ACAULISS controls Arabidopsis xylem specification through
the prevention of premature cell death, anexo Evolutionary
Diversification in Polyamine Biosynthesis, anexo Quantitation of
biogenic tetraamines in Arabidopsis thaliana y anexo Role of
polyamines in plant vascular development.pdf->Relacion de las cuatro
publicaciones en la que participa el autor de la Tesis y realizados
durante la misma.

155












	-02-Previos portada
	0-Abreviaturas
	1-Indice
	2-Introduccion 1
	3-Objetivos 1
	4.1-Resultados supresores 3
	4.2-Resultados Actividades enzimaticas 1
	5-Discusion 1
	6-Conclusiones 1
	7-Materiales y metodos 1
	8-Bibliografia 4
	9-Anexos 1

