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RESUMEN
“Caracterizacion funcional de una secuencia de degradacion tipo PEST de la espermina
sintasa 1 de maiz (ZmSPMS1)”
Las poliaminas (PAs) son compuestos alifaticos de bajo peso molecular con carga positiva a pH
fisioldgico, las cuales estan involucradas en diversos procesos bioquimicos, celulares y fisioldgicos
en todos los organismos. En las plantas, es conocido que los niveles intracelulares de dichas aminas
fluctGan entre estadios del ciclo celular, en etapas fisioldgicas y en respuesta al estrés. Por esto, los
niveles intracelulares de PAs deben estar finamente regulados a través de su anabolismo,
catabolismo, conjugacion y transporte. Se ha reportado que los genes involucrados en su biosintesis
y catabolismo son regulados tanto a nivel transcripcional, traduccional y postraduccional. En este
trabajo nos enfocamos al estudio de la regulacion postraduccional de la espermina sintasa 1 de maiz
(ZmSPMS1), involucrada en la sintesis de espermina, en la que se requiere una secuencia de
degradacion tipo PEST. Este mecanismo de regulacion en enzimas de la sintesis de PAs ya ha sido
ampliamente estudiado en mamiferos; sin embargo, no existen reportes en detalle sobre este
mecanismo en ninguna enzima de la biosintesis de PAs en plantas. Nosotros validamos esta posible
secuencia PEST mediante una fusion con el gen reportero GUS y un fragmento que incluye la
region PEST de la enzima ZmSPMS1. Esta fusion fue evaluada en lineas transgénicas de
Arabidopsis thaliana y en expresion transitoria en monocapas de cebolla. Nuestros resultados
muestran que la secuencia PEST es una etiqueta para la degradacion de la enzima ZmSPMS1
mediada por el proteosoma 26S. Mediante un analisis bioinforméatico encontramos que estas
secuencias de degradacion tipo PEST estan presentes en diversas aminopropil transferasas de
plantas como espermidina, espermina y termo espermina sintasas. Esto indica que dicho mecanismo

de regulacion postraduccional pudiera estar conservado en esta clase de enzimas.

Palabras clave: poliaminas, aminopropil transferasas, espermina sintasa, PEST, proteosoma 26S



ABSTRACT
"Functional characterization of degradation sequence type PEST of maize spermine synthase
1(ZmSPMS1)"
Polyamines (PAs) are compounds aliphatic with low molecular weight positively charged at
physiological pH, which are involved in various biochemical, cellular and physiological processes
in all organisms. In plants, it is known that the intracellular levels of these amines vary between
phases of the cell cycle, stages physiological and stress response. Therefore, the intracellular levels
of PAs must be tightly regulated through its anabolism, catabolism, conjugation and transport. It has
been reported that genes involved in PA biosynthesis and catabolism are regulated at transcriptional,
translational and postranslational levels. In this work we focused the study of postranslational
regulation of maize spermine synthase (ZmSPMS1), involved in the synthesis of spermine, which
requires of a degradation sequence type PEST. This regulatory mechanism in the synthesis of PAs
enzymes has been extensively studied in mammals; however, there are no reports in detail on this
mechanism of any enzyme in PAs biosynthesis in plants. We validate this potential PEST sequence
through a fusion of the GUS reporter gene with a fragment containing the PEST region of the
enzyme ZmSPMS1. This fusion was evaluated in Arabidopsis thaliana transgenic lines and
transient expression in onion monolayers. Our results show that the PEST sequence is a target for
the degradation of the ZmSPMS1 enzyme mediated by 26S proteasome. Using a bioinformatic
analysis we found that these PEST sequences are present in various plant aminopropil transferases
as spermidine, spermine and thermo spermine synthases. This indicates that the postranslational

regulatory mechanism may be conserved in this class of enzymes.

Keywords: polyamines, aminopropil transferases, spermine synthase, PEST, 26S proteasome
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I. INTRODUCCION

La espermidina y espermina sintasa (SPDS y SPMS) pertenecen a la clase de las
enzimas aminopropil transferasas, las cuales usan como sustrato a la S-
adenosilmetionina descarboxilada (dcSAM) para transferir un grupo aminopropilo a una
molécula diamina o triamina receptora produciendo las poliaminas (PAS) superiores
espermidina (Spd) y espermina (Spm), respectivamente (Kusano et al. 2008; Shao et al.
2012). Debido a su carga positiva, las PAs pueden unirse a moléculas anidénicas como
DNA, RNA, cromatina y proteinas, actuando como moléculas reguladoras en varios
procesos celulares incluyendo division celular, sintesis de DNA y proteinas, expresion
génica, estabilizacion de membranas y en el funcionamiento de ciertos canales ionicos
(Igarashi and Kashiwagi 2000; Childs et al. 2003; Zepeda-Jazo et al. 2011).

Debido a estas multiples funciones, la homeostasis de las PAs es crucial y se mantiene a
través de la regulacion de su biosintesis, catabolismo, conjugacion y transporte (Wallace
et al. 2003). En particular, la sintesis de estos policationes esta controlada a diversos
niveles como el transcripcional, postranscripcional, traduccional y postraduccional
(Carbonell y Blazquez 2009).

En raton los niveles intracelulares de PAs se mantienen mediante la degradacion de la
primera enzima de sintesis la ornitina descarboxilasa (ODC), la cual forma putrescina
(Put) (Pegg 2006). La degradacion de la enzima ODC ocurre cuando ésta forma un
complejo con un proteina conocida como “antienzima”, exponiendo su extremo C-
terminal, en el cual se encuentra una region hidrofilica rica en aminoacidos como
prolina, acido glutamico, serina y treonina (PEST), esta secuencia es una etiqueta para
la degradacion especifica de proteinas a traves del proteosoma 26S (Rechsteiner y

Rogers 1996).



Recientemente, nuestro grupo de investigacion caracteriz6 una SPMS de maiz
(ZmSPMS1), la cual es responsable de la produccion de Spm. En un anélisis in silico de
la enzima ZmSPMS1, se identificd una potencial region PEST en el extremo C-terminal.
En un anélisis de complementacion funcional, utilizando una cepa mutante de
Saccharomyces cerevisiae incapaz de producir Spm (spe4A), encontramos que solo la
version trunca del extremo C-terminal de la ZmSPMS1 fue capaz de complementar y
producir Spm (Rodriguez-Kessler et al. 2010). Proponemos que la ausencia de la
secuencia PEST genera una version funcional de la ZmSPMS1 en levadura.

En esta tesis, se validd funcionalmente la secuencia PEST de la proteina ZmSPMS1 in
planta. Para lograr este objetivo, realizamos una fusion traduccional entre el gen
reportero de la P-glucoronidasa (GUS) y las 123 pb del final del marco de lectura
abierta del gen ZmSPMS1, que incluyen la secuencia PEST. Esta construccion
GUS::PEST se evalué mediante su expresion transitoria en monocapas de cebolla y en
lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana. Nuestros datos muestran que la secuencia
PEST de la proteina ZmSPMS1 de maiz conduce a la degradacion especifica de la
proteina reportera GUS. Ademas, observamos que la adicion del inhibidor del
proteosoma (MG132) bloquea la degradacion de la fusion GUS::PEST, sugiriendo que
este sitio PEST es reconocido por la ruta de degradacion del proteosoma 26S. Este
resultado es el primer reporte donde se caracteriza a nivel funcional una region PEST en
enzimas de la biosintesis de PAs en plantas. Ademads, se presenta un analisis
bioinformatico de posibles secuencias PEST en aminopropil transferasas de diversas
especies de plantas. También se discute la ubicacion de estas secuencias dentro de las

proteinas analizadas entre especies mono y dicotileddneas.



Il. RESULTADOS

2.1 La secuencia PEST presente en la enzima ZmSPMS1 es una etiqueta de

degradacion proteolitica.

En un estudio realizado por Rodriguez-Kessler y colaboradores (2010) se identifico
mediante un andlisis in silico de la enzima ZmSPMS1 de maiz una posible secuencia
PEST en su extremo C-terminal. Ademaés, a través de un experimento de
complementacion funcional se observd que una version trunca en el C-terminal de la
enzima ZmSPMS1, que solo contenia 8 de los 17 a.a. que conforman la secuencia PEST,
fue capaz de producir espermina en una cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae
(spedA).

Posiblemente la ausencia de la secuencia PEST generd una version funcional de la
enzima ZmSPMS1 en levadura. Para validar esta hipotesis, fusionamos el gen reportero
de la B-glucoronidasa (GUS) con 123 pb del marco de lectura abierta del gen ZmSPMS1,
que codifican para los ultimos 40 a.a. de dicha enzima, y que incluyen la secuencia
PEST. Esta fusion traduccional se clon6 en el vector de expresion pMDC32, el cual
tiene el promotor 35S (Fig. 2). Como control positivo de expresion, el gen GUS se
clon6 en el vector pMDC32. Estas construcciones se avaluaron en un sistema de
expresion transitoria en monocapas de cebolla y en lineas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. En ambos sistemas, la construccion pMDC32-GUS::PEST muestra un
decremento en la actividad de GUS, el cual es reflejado en una dréstica disminucion de
la coloracion azul, resultado del procesamiento del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-glucuronido (X-Gluc), en comparacion con la construccion control pMDC32-GUS,

en donde todas las células son azules (Fig. 2a, b).



Para verificar si la baja sefial del reportero GUS en las plantas transgénicas de A.
thaliana que expresan la fusion GUS::PEST se debe a un procesamiento a nivel
postraduccional, y no a una regulacion a nivel transcripcional, llevamos acabo un
analisis de expresion de la construccion pMDC32-GUS::PEST mediante RT-PCR semi-
cuantitativo. En este experimento observamos que los niveles de expresion de las tres
lineas transgénicas con pMDC32-GUS::PEST son constantes y similares a la linea
control pMDC32-GUS (Fig. 3a). Por el contrario, cuando analizamos los niveles de la
proteina GUS mediante Western Blot con un anticuerpo anti-GUS, observamos que los
niveles de esta proteina disminuyen en las tres lineas transgénicas con pMDC32-
GUS::PEST comparadas con las plantas que expresan la construccion control pMDC32-
GUS (Fig. 3b). Estos resultados sugieren que la secuencia PEST de la enzima

ZmSPMS1 de maiz es una etiqueta requerida para su degradacion.
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Figura 1. Construccion del vector pMDC32-GUS::PEST. Del gen ZmSPMS1 se
amplificaron 123 pb, que codifican una posible secuencia PEST localizada al final de la
proteina. En el esquema el fragmento del gen ZmSPMS1 fusionado a GUS se marca en
negro. Esta fusion se clono dentro del vector de expresion pMDC32 bajo el control del

promotor 35S.
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Figura 2. Tincion de GUS en lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana y en
monocapas de cebolla. Las construcciones pMDC32-GUS y pMDC32-GUS::PEST se
incubaron en medio MS (a, b) y en MS suplementado con dimetilsulfoxido (DMSO, c¢),

cicloheximida (CHX, d), inhibidor del proteosoma MG132 (e) y con una mezcla de



MG132/CHX (f). Las flechas muestran la sefial de GUS en la orilla de las células. En la
figura se muestra una foto representativa de 50 plantas de A. thaliana sometidas a

tincion de GUS, provenientes de la linea transgénica 1. La barra de escala corresponde a

100 um.
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Figura 3. Patrones de expresion de las construcciones pMDC32-GUS y pMDC32-
GUS::PEST. a) RT-PCR de lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresan
las construcciones pMDC32-GUS (control) linea 3 y pMDC32-GUS::PEST lineas 1, 2,
y 3. Como control de carga se empleo el gen UBQ5 de A. thaliana. b) Western Blot con
anti-GUS en extractos de A. thaliana que expresan las construcciones pMDC32-GUS y

pMDC32-GUS::PEST.



2.2 La secuencia PEST de la enzima ZmSPMS1 es una etiqueta para degradacion

via proteosoma 26S.

Para examinar si la proteina ZmSPMS1 es degradada via el proteosoma 26S,
analizamos la expresion de la construccion pMDC32-GUS::PEST en monocapas de
cebolla en presencia de un inhibidor del proteosoma, MG132, y de cicloheximida
(CHX), un inhibidor de la sintesis de proteinas. Debido a que el MG 132 esta disuelto en
dimetilsulféxido (DMSO), este ultimo se incluyo como un tratamiento control. En este
experimento observamos un incremento en la expresion de GUS en el tratamiento con
ambos inhibidores (MG132/CHX) (Fig. 2f) en comparacion con las monocapas de
cebolla tratadas con MS, DMSO y CHX (Fig. 2b-d). El tratamiento con el inhibidor
MG132 también increment6 la sefial del reportero (Fig. 2e) aunque no es tan evidente
como con la mezcla de ambos inhibidores. Estos resultados sugieren que el proteosoma

26S puede estar involucrado en la degradacion de la proteina ZmSPMS1.

2.3 Secuencias tipo PEST en aminopropil transferasas de plantas.

Con base a nuestros resultados, analizamos secuencias de aminopropil transferasas de
plantas para identificar potenciales secuencias PEST. Examinamos 111 secuencias de
aminopropil transferasas, que incluyen 45 espermidina sintasas (SPDS’s), 37 espermina
sintasas (SPMS’s) y 29 termo espermina sintasas (tSPMS’s) de 38 especies de plantas
(Tabla suplementaria 1). Mediante el programa PEST-FIND
(http://femboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind) observamos que 18 SPDS’s
presentan secuencias PEST con valores positivos; de estas 18 SPDS’s, 13 muestran solo

una secuencia PEST, mientras que en las otras cinco se identificaron dos secuencias



PEST, una en el extremo N-terminal y la otra en el extremo C-terminal, excepto por la
SPDS1 de Glycine max en la que ambas regiones de degradacion estan ubicadas en el
extremo C-terminal (Tabla 1). Como se puede observar en la Tabla 1, las secuencias
PEST ubicadas en el extremo N-terminal presentan los valores mas altos, que indican
regiones con mayor probabilidad de ser blancos de degradacion. En un alineamiento
multiple entre estas secuencias de SPDS’s se observo que las secuencias PEST
localizadas en el extremo N-terminal de las especies Ricinus communis, Linum
usitatissimum, Populus trichocarpa, G. max y Eucalyptus grandis, se encuentran en una
region que diferencia a las SPDS’s de las SPMS’s, descrita anteriormente por

Rodriguez-Kessler y colaboradores (2010) (Fig. suplementaria 1).
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Tabla 1. Regiones PEST en SPDS’s de plantas.

Especie Tipo de enzima PEST-FIND Posiciér! PEST Posicié~n PEST’
Numero de acceso valor (+) (N-terminal/C-terminal) (Tamafio proteina)

Manihot esculenta ?:s[gasvlazl.l_onlszm 363 (W 2%%%2
Ricinus communis §8PEI$3180.m000070 3.42 [} | %345
Linum usitatissimum EEleSO029169 5.47 [} | %54635
Populus trichocarpa )S(F;?g&%l%% 4.71 [} | %23%())
P.trichocarpa XP_ 002315855 457 i | 539)
Phaseolus vulgaris SE\?USI\21091031152m 5.57 N | %?(,)3%;
Glycine max 2?)?5&202903830.1 471 i | %34%?
©. max ZFI))?n?;OBgBQBlO.l 822 | N %3%%2
Malus domestica 31%8210170 118451 N | 3%;3%%5
Arabidopsis thaliana 22?53}794 138 | zszééit))z
Arabidopsis lyrata 25598215 1.38 | 332273;)16
A. lyrata s 436 | zszgﬁ)())s
Capsella rubella gzgji%/looomm ?ég I E—— 3%57%?)‘6
Brassica rapa EFr)z?Osé}lGZO 0.44 | 3(()?(’);1?32
Thellungiela halophila | 200 oooeor 7 C N 3%927%5
Eucalyptus grandis EEEgSr.lHO%ZZ.l 0.61 N | gﬁ?
Physcomitrella patens EPDDQ8812005 5.78 W (534117)
Hyoscyamus niger 311%14533 1.99 | 2221?)33
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De las espermina sintasas (SPMS’s), identificamos secuencias de degradacion tipo
PEST en 11 enzimas, de las cuales 9 presentan una sola secuencia PEST, con un patrén
de localizacion en el extremo C-terminal, excepto por la SPMS2 de Cucumis sativus
que se localiza en el extremo N-terminal y la SPMS2 de Brachypodium distachyon que
la region PEST se presenta en la parte central de la proteina (Tabla 2). En un
alineamiento multiple entre las 11 SPMS’s con secuencias PEST y la SPMS de A.
thaliana, la cual no tiene secuencias PEST, observamos que las SPMS’s de plantas
monocotiledéneas son mas largas en el extremo C-terminal comparadas con las de
dicotiledoneas y en esta extension se encuentra una secuencia tipo PEST (Fig.

suplementaria 2).
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Tabla 2. Regiones PEST en SPMS’s de plantas.

Especie Tipo de enzima PEST-FIND Posiciér! PEST Posicié~n PEST’
Numero de acceso valor (+) (N-terminal/C-terminal) (Tamafio proteina)

Cucumis sativus gzxas.z(m%oo,z 0.31 (W I %;6?35);
Citrus sinensis ira'\r?gsell.lg017607m 0.23 | I 3%6:;?5
C. sinensis ifah:gizl.lgmes?sm 0.23 | | 3?2837;33
Citrus clementina ?lzmgmineo.g_ouswm 0.23 | 3%223;4
Sorghum bicolor gg%z(l)zosm.l 3.75 | 'm 3‘(‘2;’3()55
Zea mays ACP028s3 474 | . w174
Z. mays iPA'\\//IvS517523 3.65 I W 3?g839§6
Setaria italica gro'\g 686128m 11.07 | 5 3?26%54
S italica gipo'\gOSsZQSm 8.30 I I 3%836;3
Oryza sativa BAD206E7 8.65 | n 38537{)34
Brachypodium distachyon gf:g%zo%ml 09 - 2(228%?6
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De las 29 tSPMS’s analizadas, encontramos que cuatro presentan una secuencia PEST,
las de las especies Manihot esculenta, Prunus persica y Sorghum bicolor presentan la
secuencia PEST en el extremo N-terminal con valores mas altos, en comparacion a la
del musgo Physcomitrella patens, la cual esta ubicada en el extremo C-terminal con un
valor de +1.48 (Tabla 3). En un alineamiento de estas cuatro tSPMS’s 'y la tSPMS de A.
thaliana que no tiene secuencias PEST, se observo que la posicion de dicha secuencia
esta conservada entre las tSPMS’s de M. esculenta, S. bicolor y A. thaliana, sin
embargo, en A. thaliana la secuencia PEST no se detecta por el programa PEST-FIND,

debido a cambios puntuales en su secuencia (Fig. suplementaria 3).

14



Tabla 3. Regiones PEST en tSPMS’s de plantas.

Especie Tipo de enzima PEST-FIND Posiciér! PEST Posicié~n PEST’
Numero de acceso valor (+) (N-terminal/C-terminal) (Tamafio proteina)
Manihot esculenta I:Sags,\:\/sa4.1_011466m 5.45 N | %32‘31;
Prunus persica :)szg/IOSZYZOQm 2.65 § | 25[418
Sorghum bicolor tSSbF(JJI\Z/IgSOZSQBO.l 6.93 | | %gﬁi?
Physcomitrella patens tXSFE)_'\(A)(?;mOZZl 1.48 | 285%())0
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I11. DISCUSION

Las poliaminas (PAs) han sido asociadas con distintos procesos celulares fundamentales.
En las plantas, estos policationes estan involucrados en procesos fisiolégicos como:
embriogénesis, organogénesis, iniciacion floral y desarrollo, senescencia, asi como en la
respuesta al estrés biotico y abidtico (revisado por Kusano et al 2008). Por ejemplo, se
ha reportado que los contenidos intracelulares de PAs regulan importantes puntos de
control dentro del ciclo celular, ya que durante las fases G1, S y G2 se ha observado un
incremento de dichas aminas, seguida de una disminucion en sus niveles al inicio de la
fase M (Wallace et al. 2003). Ademas, el uso de inhibidores de la sintesis de PAs
conduce al arresto del ciclo celular (Ray et al. 1999).

En plantas ha sido reportado que el nivel de PAs aumenta en respuesta al estrés bidtico
y abiotico (Ashraf y Harris 2004; Kasinathan y Wingler 2004; Jiménez-Bremont et al.
2007; Rodriguez-Kessler et al. 2008; Hern&dndez-Lucero et al. 2008; Ortega-Amaro et al.
2012). Dicha acumulacion de PAs en las células vegetales, activa la sintesis de
moléculas de sefializacion como 6xido nitrico, peroxido de hidrogeno y acido abscisico,
que son clave para el desarrollo y la repuesta al estrés (Tun et al. 2006; An et al. 2008;
Neill et al. 2008).

Estos datos indican que los niveles de PAs deben ser finamente regulados. El contenido
intracelular de estas aminas es contralado a través de su anabolismo, catabolismo,
conjugacion y transporte (revisado por Carbonell y Blazquez 2009). Por ejemplo, uno
de los mecanismos que regula la produccién de PAs superiores (Spd y Spm) es el
control traduccional de las enzimas S-adenosilmetionina descarbolxilasas (SAMDC),
mediante la regulacion en la traduccion de pequefios marcos de lectura abierta (UORF’s)

ubicados en el 5"UTR de estos genes, los cuales regulan la traduccion del ORF principal
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en un proceso dependiente de la concentracion intracelular de PAs (lvanov et al. 2009).
Sin embargo, la regulacion postraduccional de estas enzimas ha sido poco explorada en
plantas, la cual podria tener implicaciones importantes en los niveles de PAs en las
celulas vegetales.

En mamiferos, a nivel postraduccional, uno de los mecanismos més estudiado es la
degradacion de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) de raton, la cual es clave en la
sintesis de PAs. La degradacion de esta enzima ocurre cuando los niveles de Spd y Spm
son elevados, y su extremo C-terminal es expuesto, el cual presenta una secuencia de
degradacion tipo PEST. Este proceso es mediado por el proteosoma 26S y no depende
de ubiquitinacion (Pegg 2006). La expresion heteréloga en tabaco de una version trunca
en el extremo C-terminal de la ODC de raton (DeScenzo y Minocha 1993) y la
transferencia de esta secuencia PEST a la ODC de Tripanosoma, la cual no contiene
secuencias PEST (Li y Coffino 1993), demuestran que la degradacion de la ODC se
debe a esta etiqueta. En plantas este tipo de regulacion por secuencias PEST en enzimas
de la biosintesis y catabolismo de PAs ha sido poco explorada. Recientemente se
reportd que una secuencia tipo PEST participa en la degradacion de la SAMDC1 de
Arabidopsis thaliana (Zhang et al. 2011).

En esta tesis se caracterizd una secuencia de degradacion tipo PEST de la espermina
sintasa 1 de maiz (ZmSPMS1). Para ello se llevo acabo una fusion entre una region del
extremo C-terminal que incluye la secuencia PEST de la enzima ZmSPMS1 con el gen
reportero GUS. Esta fusion GUS::PEST conduce a la degradacion de la proteina
reportera GUS en lineas transgénicas de A. thaliana y en una transformacion genética
transitoria de monocapas de cebolla.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por nuestro grupo de investigacion

(Rodriguez-Kessler et al. 2010), en donde se observd que una version corta en el
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extremo C-terminal de la ZmSPMS1, que tiene la secuencia PEST incompleta, fue
capaz de producir Spm en la cepa mutante (spe4A) de Saccharomyces cerevisiae. En
conjunto estos resultados demuestran que esta secuencia PEST es una etiqueta para la
degradacion de la enzima ZmSPMS1 de maiz.

Por otro lado, cuando las monocapas de cebolla transformadas con la fusion
GUS::PEST son tratadas con un inhibidor del proteosoma 26S, MG132, se observan
pequefas sefales de GUS localizadas en las orillas de las células de las monocapas de
cebolla (Fig. 2e), en comparacion a las monocapas no tratadas con dicho inhibidor, o
solo tratadas con cicloheximida (CHX) y con dimetilsulfoxido (DMSO), en donde la
sefial de GUS es casi nula.

Este efecto, donde el MG132 no bloquea del todo la degradacion de GUS, puede ser
debido a que el efecto de este inhibidor es reversible, ya que presenta una alta tasa de
disociacion (Tsubuki et al. 1996); otra causa podria ser la reducida asimilacion del
inhibidor por las células vegetales. Sin embargo, cuando el tratamiento del inhibidor
MG132 es suplementado con un inhibidor de la sintesis de proteinas como la CHX, se
observa un mayor incremento de la sefial del reportero GUS en comparacion a la
transformacion de GUS::PEST solo tratada con MG132, logrando niveles cercanos a la
construccion GUS (sin la secuencia PEST) tratadas con MG132 y CHX. Lo observado
es resultado de la accion de la CHX, la cual disminuye la traduccion de novo de
proteinas, incluyendo los elementos del proteosoma, y del efecto del inhibidor MG132.
Lo que nos lleva a concluir que el proteosoma 26S esta involucrado en la degradacion
de la fusion GUS::PEST.

La degradacion de proteinas via la ruta ubiquitin/proteosoma 26S es de gran
importancia en organismos eucariontes ya que esta involucrada en distintos procesos

fundamentales como, diferenciacion y desarrollo, sefializacién hormonal, resistencia a
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enfermedades, entre otros (Vierstra 2003). En afios recientes, el estudio de esta ruta ha
ganado gran importancia en plantas, mostrando que proteinas que regulan procesos
celulares basicos como el ciclo celular (Planchais et al. 2004; Adachi et al. 2006),
transcripcion (Sakuma et al. 2006; Lu et al. 2010) y sintesis de PAs (Zhang et al. 2011)
son degradadas mediante el reconocimiento de secuencias tipo PEST via el proteosoma
26S.

Rechsteiner y Rogers (1996), reportaron que las secuencias PEST pueden estar
distribuidas a lo largo de la proteina, sin embargo su posicion es mas conservada en el
extremo C-terminal. El algoritmo disefiado para la prediccion de estas secuencias
inicialmente fue evaluado en proteinas de S. cerevisiae y mamiferos, en el cual se
considera un rango que va desde -50 hasta +50, donde valores positivos mayores de
cinco, son potenciales sitios de degradacidon. Sin embargo, valores mayores de cero
podrian llegar a ser blanco de degradacion. Por ello, es necesaria su demostracion
experimental.

Al igual que en la ODC de raton (+5.16), la region PEST de la ZmSPMS1 se encuentra
localizada en el extremo C-terminal. Recientemente nuestro grupo de investigacion
reportd que las SPMS’s de especies monocotiledoneas presentaban un extremo C-
terminal mas largo en comparacion a las SPMS’s de especies dicotiledoneas. En este
analisis se identifico que las SPMS’s de maiz y arroz contenian en esa extension del C-
terminal secuencias tipo PEST. En particular, en maiz la ZmSPMS1 con un valor de
+3.65 (la cual fue objeto de estudio en este trabajo), la ZmSPMS2 con un valor de
+4.74 y en arroz la OsSPMS2 con un valor de +8.56 (Rodriguez-Kessler et al. 2010).
Con base en la demostracion experimental de la secuencia PEST de la enzima
ZmSPMS1 como una etiqueta de degradacion y con lo reportado por Rodriguez-

Kesslery colaboradores (2010), se llevo acabo un estudio bioinformatico para identificar
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regiones PEST en aminopropil-transferasas (SPDS, SPMS y tSPMS) de plantas.

En este estudio identificamos 37 SPMS’s, de las cuales el 30% presentan secuencias
PEST con valores positivos. Se observd que las SPMS’s de especies monocotiledoneas
presentan estos sitios en el extremo C-terminal, con valores positivos altos, estas
enzimas pertenecen a especies como Setaria itdlica, Oryza sativa, Sorghum bicolor y
Zea mays. De la misma manera encontramos que las SPMS’s de arboles del genero
Citrus presentan secuencias PEST en el extremo C-terminal, sin embargo los valores
son bajos comparados con las SPMS’s de especies monocotiledéneas. En conclusion las
SPMS’s de monocotiledoneas son mas largas en el extremo C-terminal y en esta
extension se encuentra codificada una etiqueta que regula a estas enzimas a nivel
postraduccional.

Sin embargo, ¢como estas etiquetas de degradacion no son reconocidas en las SPMS’s
cuando la célula necesita sintetizar espermina? Uno de los mecanismo mas estudiados
de degradacion mediada por secuencias PEST es la ODC de mamiferos. Esta enzima
forma un homodimero para ser cataliticamente activa, asi que las secuencias PEST de
cada monomero quedan ocultas impidiendo su degradacion. La exposicion de las
secuencias PEST se lleva acabo cuando el dimero de ODC interactla con una proteina
conocida como “antienzima”, provocando la degradacion de la enzima (Hayashi y
Murakami 1995).

De acuerdo con lo anterior, ha sido reportado que diversas aminopropil transferasas
forman homodimeros (Pegg y Michael 2010). Por ejemplo, el dimero de la HsSPDS de
humano formado por la unién de sus extremos N y C-terminal (Wu et al. 2007), o la
formacién de oligobmeros entre los dimeros de SPDS’s y SPMS’s en A. thaliana

(Panicot et al. 2002). Zhang y colaboradores (2011) reportaron que la interaccion de la
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enzima SAMDC1 con una proteina viral evita la degradacion de dicha enzima,
facilitando la proliferacion viral.

Es importe determinar si la enzima ZmSPM1 de maiz forma dimeros y/o si existen
proteinas que se unan a su secuencia PEST. Para responder esta incognita, se cuenta con
una construccion de la AtSPMS de A. thaliana y la ZmSPMS1 de maiz en el sistema de
dos hibridos (datos no mostrados).

En el anélisis bioinformético de las SPDS’s, se identificaron 18 de 45 SPDS’s con
secuencias PEST que presentan valores positivos, en donde la mayoria de estas
secuencias de degradacion se ubican en el extremo N-terminal. Rodriguez-Kessler y
colaboradores (2010) describieron la organizacion gendmica de las aminopropil-
transferasas de plantas, en donde observaron que el segundo exén de las SPMS’s estaba
ausente en las SPDS’s. Es interesante notar que la ubicacion de la secuencia PEST en
las SPDS’s de Ricinus communis, Linum usitatissimum, Populus trichocarpa, Glycine
max y Eucalyptus grandis se localizan en esta region que diferencia a las SPMS’s de las
SPDS’s.

El analisis de las 29 secuencias tSPMS’s, arrojé que el 14% presentan secuencias PEST
con valores positivos ubicados en el extremo N-terminal como lo observado en las
SPDS’s.

Este trabajo abre una pauta para el estudio de la regulacion postraduccional de

aminopropil transferasas en plantas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

En este estudio se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0. Estas
fueron esterilizadas con cloro al 20% (v/v) por 5 minutos, posteriormente se lavaron tres
veces con agua destilada estéril y fueron germinadas en placas de medio MS
(Murashige and Skoog 1962), pH 5.7, suplementadas con sacarosa al 0.5% y agar al 1%.
Las placas fueron incubadas en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas oscuridad, con una temperatura de 22+ 2°C.

Para la obtencion de monocapas cebolla fue usada una variedad comercial Allium cepa.
Después de la transformacion, las monocapas fueron recuperadas en oscuridad en medio

liguido MS suplementado con sacarosa al 0.5% a una temperatura de 22 + 2°C.

4.2 Construccion de plasmidos

El marco de lectura abierta del gen reportero GUS fue amplificada por PCR, y clonado
en el vector de entrada pCR®8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlshad, CA, USA),
posteriormente fue subclonado en el vector de expresion pMDC32 por recombinacion
sitio especifica usando la enzima LR Clonasa Il (Sistema Gateway; Invitrogen, Carlsbad,
CA), los  oligonucledtidos  usados  fueron los  siguientes: 5-GUS
5 atgttacgtcctgtagaaaccccaacc 3° (sentido) y 5'ttattgtttgcctcectgetgegg 3 (anti-sentido).

Para la generacion de la fusion traduccional GUS::PEST la secuencia del ORF del gen
GUS fue amplificada sin el codon de paro mediante PCR. De la misma manera fue

amplificada la secuencia nucleotidica que codifica para el supuesto sitio PEST que
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consiste en 123 pb del extremo 3"del gen ZmSPMS1. Con el fin de fusionar el extremo
3"del gen reportero GUS a el extremo 5°de la region PEST, fueron introducidos sitios de
restriccion Kpnl en la secuencia de los oligonucleotidos (bases subrayadas) como se
describe: 5-GUS 5 atgttacgtcctgtagaaaccccaacc 3 (sentido) y
5"ggagtaccttgtttgcctcectgetg 3°  (anti-sentido) para el gen reportero GUS, y 5-
PESTZmSPMS1 5°ggggtaccagagaactggaagcatatgccgcet 3° (sentido) y 3-PESTZmSPMS1
5" ctaggaagctgtaagaatgge 3° (anti-sentido) para la secuencia PEST del gen ZmSPMSL1.
Después de la amplificacion por PCR, ambos productos fueron digeridos con la enzima
Kpnl (Invitrogen, Carlshad, CA, USA) generando extremos cohesivos, los cuales
posteriormente fueron ligados usando la DNA ligasa T4 (Invitrogen, Carlshad, CA,
USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. EI producto ligado fue clonado en el
vector de entrada pCR8/GW/TOPO y subclonado en el vector de expresion pMDC32
usando la tecnologia Gateway.

Finalmente las construcciones pMDC132-GUS y pMDC32-GUS::PEST fueron usadas
para la transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens de plantas de A.

thaliana y monocapas de cebolla.

4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion de PCR fue llevada a cabo de acuerdo a las especificaciones del kit
“HotStar HiFidelity PCR” (QIAGEN®) en un volumen de 50 pL, de la cual, 34 uL de
agua milliQ, 10 uL de Buffer 5x “HotStar HiFidelity PCR” (contiene dNTp"s), 10 pL
de solucion Q 5x, 1 uL (1uM) de oligonucledtidos y 1 uL “HotStar HiFidelity PCR”,
las condiciones de los ciclos de PCR fueron siguiendo las recomendaciones del Kit;

siendo las siguientes: 2 min a 98°C; 35 ciclos de 15sa 94°C, [30sa 66°C (GUS) y 30 s
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a 60 (PEST)] y 5 min a 72°C, seguido de un ciclo de 5 min a 72°C. El termociclador

utilizado fue de la marca Applied Biosystems modelo 2720.

4.4 Transformacion mediada por A. tumefaciens

Para la generacion de lineas transgénicas de A. thaliana fueron transformadas plantas
con la cepa GV2260 de A. tumefaciens conteniendo los vectores pMDC132-GUS vy
pMDC32-GUS::PEST usando el método “floral dip” (Zhang 2006). Las plantas
transformadas fueron seleccionadas en medio MS suplementado con higromicina (50
mg/mL). Para este estudio fueron utilizadas plantas generacion F2, de 7 dias de edad.

Para la expresion transitoria las monocapas de cebolla fueron transformadas con la cepa
GV3101 de A. tumefaciens de acuerdo con el protocolo de Feng y colaboradores (2008)
con algunas modificaciones. Las monocapas fueron sumergidas en medio MS
conteniendo: la cepa A. tumefaciens de transformada con el plasmido recombinante, 50
mM acetosiringona y 10 mM de MgCl,, por 40 minutos, después las monocapas fueron

recuperadas en medio liquido MS suplementado con sacarosa al 0.5% durante 12 hrs.

4.5 Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA de plantas de A. thaliana

La extraccion de RNA de plantas de A. thaliana fue llevada acabo usando el reactivo
Concert (Invitrogen, Carlshad, CA, USA), de acuerdo a las indicaciones del fabricante y
las muestra fueron guardadas a -70 °C hasta su uso. Para remover el DNA genémico del
RNA, las muestras fueron tratadas con DNasa | (Invitrogen, Carlshad, CA, USA).

La sintesis de cDNA fue realizada utilizando la enzima Super Scrip Il (Invitrogen,
Carlshad, CA, USA) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Hasta su uso las

muestras fueron mantenidas a -20 °C.
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4.6 RT-PCR semi-cuantitativo

Este analisis fue llevado acabo en una reaccion de 25 uL, conteniendo 1 xL de cDNA,
0.5 uL de cada oligonucledtido, 2.5 uL de Buffer 10X, 1.5 uL de 50mM MgCl,, 0.5 uL
de 10mM dNTPsy 0.5 uL de Taq polimerasa recombinante (Invitrogen Carlsbad, CA,
USA). El gen de la Ubiquitina 5 fue usado como control de carga. La reaccion de PCR
se llevo acabo en un termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Un fragmento de 400 pb del gen reportero GUS fue utilizado para evaluar la expresion
de las construcciones pMDC32-GUS y pMDC32-GUS::PEST en las lineas transgénicas
de A. thaliana. Los oligonucledtidos empleados fueron los siguientes: 5-GUS
5 atgttacgtcctgtagaaaccccaacc 3° (sentido) y 5" cacaaacggtgatacgtacact 3° (anti-sentido).
Para el control de carga Ubiquitina 5 los oligonucledtidos usados fueron los siguientes:
5 FwUBQ5 5°tcgacgcttcatctegtectc 3” (sentido) y RvUBQ5 59 gatctggaaaggttcageg 3°
(anti-sentido).

Las condiciones de PCR fueron: 5 min a 94°C; 25 ciclos de 30 s a 94°C, 30sa 60°Cy 5
min a 72°C, seguido de un ciclo de 5 min a 72°C. EIl termociclador utilizado fue de la

marca Applied Biosystems modelo 2720.

4.7 Western blot

Las plantas de A. thaliana fueron molidas e incubadas en PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 43 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4, pH 7.3) mas 2% (p/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) durante 10 min a 4 °C. Las muestras se centrifugaron 5
min a 13,200 rpm y los sobrenadantes se mezclaron con un volumen de solucion de

Laemmli 2X y se hirvieron por 5 minutos.

25



La proteina total fue corrida en un gel al 12% de acrilamida y transferida a una
membrana de nitrocelulosa (Hybond-C Extra; Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Bucks, UK). La membrana se bloqued por una hora a temperatura ambiente con leche
en polvo al 5% diluida en TBST [30 mM Tris pH 8.0, 150 mM NacCl, 0.1% (v/v) Triton
X-100] y posteriormente se incub6 toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario anti-
GUS (anti-p-glucuronidase, rabbit 1gG fraction, Invitrogen) diluido 1:5000 en TBST.
La membrana se lavo tres veces con TBST por 15 minutos y se incub6 por una hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario [anti-Rabbit 1gG (H&L) antibody
alkaline phosphatase-linked, Cell Signaling] diluido 1:5000 en TBST. La membrana se
volvid a lavar tres veces con TBST por 15 minutos y se reveld con los reactivos NBT y

BCIP (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA, USA).

4.8 Inhibicion del proteosoma 26S

Para los ensayos de inhibicion del proteosoma 26S y sintesis de proteinas en monocapas

de cebolla fue utilizado medio MS suplementado con 100 uM de MG132 (Cayman

Chemical) y CHX (Sigma) durante 6 hr. El tratamiento con MDSO fue llevado acabo

con volumen equivalente a la concentracion de MG132,

4.9 Andlisis histoquimico

Las plantulas de A. thaliana y las monocapas de cebolla fueron incubadas con el buffer

de tincién (0.5 mg/mL de 5-bromo-4-chloro-3-indol-b-D- glucuronidasa en 100 mM de

fosfato de sodio a pH 7.0) a 37°C por 12 hrs (Jefferson 1987).
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Los tejidos de A. thaliana fueron blanqueados como describen Malamy y Benfey (1997).
Las iméagenes fueron generadas usando un microscopio MOTIC modelo BA-300
acoplado a una camara de 5.0 megapixeles y procesaron mediante el software MOTIC

version 2.0.

4. 10 Identificacion de regiones PEST en aminopropil-transferasas

Las secuencias de aminopropil-transferasas (SPDS’s, SPMS’s y tSPMS’s) de plantas
fueron obtenidas de las bases datos del GenBank y phytozome (www.phytozome.net).
La secuencia de a.a. de la enzima ZmSPMS1 de maiz fue empleada para la
identificacion de enzimas SPMS’s y SPDS’s (debido al alto porcentaje de identidad que
existe entre estas enzimas), mediante un analisis tipo BLAST; en donde fueron
identificadas 111 secuencias de aminopropil-transferasas (45 SPDS’s y 37 SPMS’s).
Para la identificacion de las tSPMS’s fue utilizada la secuencia de a.a. de la enzima
tSPMS de A. thaliana, mediante un anélisis tipo BLAST; fueron encontradas 29
secuencias de tSPMS’s. Para este estudio fueron consideradas secuencias con un
porcentaje de identidad mayor de 65%. En total 38 especies de plantas fueron
analizadas.

Para la identificacion de las regiones PEST esta secuencias fueron analizadas en el
programa PEST-FIND (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind), vy
solo fueron considerados valores de score positivos.

El alineamiento de las secuencias de SPDS’s, SPMS’s y tSPMS’s con regiones PEST
fue realizado utilizando el programa ClustalW2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/),

sin modificaciones a los parametros establecidos por dicho programa.
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VI. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla suplementaria 1. Lista de aminopropil-transferasas.

Especie Numero de acceso Tipo de enzima
Manihot esculenta cassava4.1l_011152m SPDS1
M. esculenta cassava4.1_011190m SPDS2
Ricinus communis 28610.m000070 SPDS
Linum usitatissimum Lus10029169 SPDS
Populus trichocarpa XP_002315806 SPDS1
P. trichocarpa XP_002315859 SPDS2
Medicago trunculata Medtr5g035800.1 SPDS1
Phaseolus vulgaris Phvulv091000994m SPDS1
P. vulgaris Phvulv091031152m SPDS2
Glycine max Glyma01g03830.1 SPDS2
G. max Glyma08g39810.1 SPDS1
Cucumis sativus AT66041 SPDS
Prunus persica ppa008283m SPDS
Malus domestica BAC20170 SPDS1
M. domestica BAC20171 SPDS2
Arabidopsis thaliana NP173794 SPDS1
A. thaliana NP177188 SPDS2
Arabidopsis lyrata 889925 SPDS1
A. lyrata 476155 SPDS2
Capsella rubella Carubv10009456m SPDS1
C. rubella Carubv10020501m SPDS2
Brassica rapa Bra024620 SPDS1
Thellungiella halophila Thhalv10007822m SPDS1
Citrus sinensis orangel.1g019187m SPDS
Citrus clementina clementine0.9_014687m SPDS1
Eucalyptus grandis Eucgr.H02622.1 SPDS1
Vitis vinifera GSVIVT01020222001 SPDS2
Mimulus guttatus mgv1a010658m SPDS
Sorghum bicolor Sbh029009730.1 SPDS1
Zea mays AY103592 SPDS1
Setaria italica Si030459m SPDS1
Oryza sativa NP912671 SPDS1
Brachypodium distachyon Bradilg52557.2 SPDS1
Physcomitrella patens EDQ82005 SPDS1
P. patens EDQ78063 SPDS2
Coffea arabica BAA29033 SPDS1
Ammopiptanthus mongolicus | ABF66657 SPDS
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Pisum sativum AADO02232 SPDS2
P. sativum AAD02231 SPDS1
Hyoscyamus niger BAA24533 SPDS1
H. niger BAA24534 SPDS2
Solamun tuberosum CAC51027 SPDS
Datura stramonium Q96557 SPDS2

Q96556 SPDS1
Petunia hybrida BAC55523 SPDS
Manihot esculenta cassava4.1_010050m SPMS1
M. esculenta cassava4.l _030319m SPMS2
Ricinus communis 30169.m006516 SPMS
Linum usitatissimum Lus10019016 SPMS
Populus trichocarpa XP_002333750 SPMS
Medicago trunculata Medtr3g124370.1 SPMS
Phaseolus vulgaris Phvulv091029283m SPMS
Glycine max Glyma06g13210.3 SPMS1
G. max Glyma04g41600.1 SPMS2
Cucumis sativus Cucsa.202060.1 SPMS1
C. sativus Cucsa.040600.2 SPMS2
Prunus persica ppa007399m SPMS
Malus domestica MDP0000788247 SPMS1
M. domestica MDP0000294813 SPMS2
Malus sylvestris BAE19758 SPMS
Arabidopsis thaliana NP368785 SPMS
Arabidopsis lyrata 495379 SPMS
Capsella rubella Carubv10026659m SPMS
Brassica rapa Bra022631 SPMS
Thellungiella halophila Thhalv10013929m SPMS
Citrus sinensis orangel.1g017607m SPMS1
C. sinensis orangel.1g016578m SPMS2
Citrus clementina clementine0.9_034330m SPMS
Eucalyptus grandis Eucgr.A01487.1 SPMS1
Vitis vinifera CA069381 SPMS
Mimulus guttatus mgv1a008990m SPMS
Aquilegia coerulea Aquca_013_00113.1 SPMS
Sorghum bicolor Sb109020570.1 SPMS1
S. bicolor Sh049009230.1 SPMS2
Zea mays AC202893 SPMS2
Z. mays AAWS57523 SPMS1
Setaria italica Si006628m SPMS1
S.italica Si020398m SPMS2
Oryza sativa BAD29687 SPMS2
O. sativa BAC81142 SPMS1
Brachypodium distachyon Bradi3g09540.1 SPMS2
B. distachyon Bradi1g38687.1 SPMS1
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Manihot esculenta cassava4.l_011466m tSPMS
Ricinus communis 29739.m003604 tSPMS
Linum usitatissimum Lus10026457 tSPMS
Populus trichocarpa XP_002308531 tSPMS
Phaseolus vulgaris Phvulv091005177m tSPMS
Glycine max Glymal4g11320.1 tSPMS
Cucumis sativus Cucsa.056040.1 tSPMS
Prunus persica ppal027209m tSPMS
Malus domestica MDP0000256936 tSPMS
Malus sylvestris BAE19759 tSPMS
Arabidopsis thaliana BAB83649 tSPMS
Arabidopsis lyrata 909990 tSPMS
Capsella rubella Carubv10001364m tSPMS
Brassica rapa Bra020045 tSPMS
Thellungiella halophila Thhalv10013833m tSPMS
Citrus clementina clementine0.9_027824m tSPMS
Eucalyptus grandis Eucgr.C03148.1 tSPMS
Vitis vinifera CA043870 tSPMS
Mimulus guttatus mgv1a009135m tSPMS
Aquilegia coerulea Aquca_020_00530.1 tSPMS
Sorghum bicolor Sh02g025980.1 tSPMS
Setaria italica Si030369m tSPMS
Oryza sativa NP_001046395 tSPMS
Brachypodium distachyon Bradi3g09110.1 tSPMS
Selaginella moellendorffii 74817 tSPMS
Physcomitrella patens XP_001760221 tSPMSa
P. patens XP_001780462 tSPMSh
P. patens XP_001762338 tSPMSc
Chlamydomonas reinhardtii | XP_001696651 tSPMS
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AtSPDS1
AISPDS1
CarSPDS1
BrpSPDS1
ThhSPDS1
AISPDS2
AtSPDS2
MaeSPDS1
RicSPDS
P€SPDS1
P€SPDS2
LisSPDS
MdSPDS1
EugSPDS1
PhvSPDS2
GImSPDS2
GImSPDS1
HynSPDS1
PpSPDS1
ALSPVMS

AtSPDS1
AISPDS1
CarSPDS1
BrpSPDS1
ThhSPDS1
AISPDS2
AtSPDS2
MaeSPDS1
RicSPDS
PtSPDS1
PtSPDS2
LisSPDS
MdSPDS1
EugSPDS1
PhvSPDS2
GImSPDS2
GImSPDS1
HynSPDS1
PpSPDS1
AtSPMS

AtSPDS1
AISPDS1
CarSPDS1
BrpSPDS1
ThhSPDS1
AISPDS2
ATSPDS2
MaeSPDS1
RicSPDS
PtSPDS1
PtSPDS2
LisSPDS
MdSPDS1
EugSPDS1
PhvSPDS2
GImSPDS2
GImSPDS1
HynSPDS1

MDAKE----TSATDL--KRPREEDDNG--—--GAATMETE -——-—-NGDQKKEPACFSTVIP
—-MICSVL----RSSLPY IFSFTSHONHHLSSKTL I PLSHFSE I - ————--—FTRAL TMDAKE----SSATDL--KRPREEDDNG--—-AAATMETE -——-—-NGDQKKEPACFSTVIP
—-MIFSVIGRI SKSSASY IFRFTSHQNHN-PTKTL I PLSHFS--——————————————TMDAKE--—-SSATDL - -KRPREEDDNGSPAAAVASMETE -— ———-NGDQTKEPACFSTVIP

MDAKE--—-ASATDL—-KRPREEDDAA-—-AAAASMETE —————-NGDQTKEPACFSSVIP
MKLIFS ILHRISTSPSSY IFRFTSHQ-—NKPTKTL I PLSRFSFSRSWCSL PKLITRATMDAKD—--—-ASASDL ——KRPREEDEFA-—-——AAASMETDNSAPSANGDQTKEPACFSSVIP
MSSTQE-—---ASVTDLPVKRPREAEEDN-—--NGAAMETEN--—--GGGE IKEPSCMSSVIP
MSSTQE----ASVTDLPVKRPREAEEDN-—--NGGAMETEN--—--GGGE IKEPSCMSS I 1P
MAEEG---VAVSNDLPVKRPREDGENV---PS-PTTVWMETEGNAENNNS-NNDHISSVIP
MAEEETVAVVSNNDLPVKRPREDELE I -—-ENGVSSATTAVAVDTEGNTS-NSDY ISSVIP

MAEES VVTDLPVKRPREDE —— ———-—ENGASAATEAMETETN——-—— NNDY ISSVIT
MAEES FVGDLPVKRPREDE - ——- ~ENGAFAATEAMETE TN-——— SSDY ISSVIP
MTQET———VATSTDLPVKRPREED--—---DNAASAAAADEAVE TDSAAENGTPNVSTVIP
MADES-——VAGSADFPVKRPREEE —- ——- ~ENGSAAAASAVSVEPDGGKE-—-PDSVSAVI P
MAEEG- ——AVGCADLPVKRPREEE - ——— ~ENG-AVAAPDVTMEAAVDSGS-GGAMPSVIP
MAAENN-NVVQFSDLPVKRPREEE - ——— ——QDGGGNGVP-DTLSKLPN——-HAGLSAVIP
MAAEN-——VVEFTDLPVKRPREEE - - - EEEQTNGVSNDAVSTLPNDPQYPG ISAVIP
MADES WVESPVKRQRDDG———————EE—~—NGVSVSVDAEGGKDPLSNGLSSVI P
MEVTN QSNGCSNNEKESP Y ISSVLP
MALGR GDDEQAAPESGR - —————NAAEL IAQDN--—AAPAPSTARANLSS IMP
MEGDVG I GLVCQONTMDGKASNGNG - ——— —— L EKTVPSCCLKAMACVPEDDAKCHSTWS
GWFSEMSP MAPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDV IVFQSATYGKVLVLDGY IQL TERDECAYQEMI THLPLCS1 PNPKKVLV IGGGDGGVLREVARHAS I EQI DMC
GWFSEMSP MAPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDV IVFQSATYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCSI PNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASVEQI DVMC
GWFSEMSP MAPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDV IVFQSATYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS1 PNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHPSVEHI DVMC
GWFSEMSP MAPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDV IVFQSATYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCSI PNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASVEQI DVMC
GWFSEMSP MAPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDV IVFQSATYGKVLVLDGY IQL TERDECAYQEMI THLPLCS1 PNPKKVLVIGGGDGGVL REVARHASVEQI DMC
GWFSEISP MAPGEAHSLKVEK ILFQGKSDYQDV IVFQSATYGKVLYVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS I SNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC
GWFSEISP MAPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQDV IVFQSATYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS1 SNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC
GWFSEISP MAPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS1 PNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIVIC
GWFSEISP MWPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCSI PNPQKVLVIGGGDGGVLREVARHSS I DHIDIC
GWFSEISP MVPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGY IQL TERDECAYQEMI THLPLCS ANPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC
GWFSEISP MVPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS VNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC
GWFSEMSP MVPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSATYGKVLVLDGY IQL TERDECAYQEMI THLPLSSI PNPKKVLV IGGGDGGVLREVGRHSSVEQI DIC
GWFSEISS MAPGEAHSLK 1EK I LFQGKSDYQNVMVFQSATYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS1 PNPKKVLVIGGGDGGVLREVARYSSVEKIDIC
GWFSEISP MWPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCSI PNPKKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVEHIDIC
GWFSEISP MAPGEAHSLKVEK I LFEGKSEYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCSI PNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEKIDIC
GWFSEISP MAPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLYVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS I SNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASVEKIDIC
GWFSEISA MAPGEAHSLKVEK I LFQGKSEYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS1 PNPKKVLVIGGGDGGY I REVARHSSVEKIDIC
GWFSEN SP——— -~ ————————— LWPGEAHSLKVEK I LFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGV IQL TERDECAYQEMI THLPLCS I PNPKKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVEQI DI C
GWFSEISP MWPGEAHSLKVEKFLFEGKSDYQDVWIESATYGRVLVLDGV 1QL TQRDECAYQEMI THLPLCS I PNPKKVLWGGGDGGVLRE I ARHKSVEQI DI C

GWFSEPHPRSGKKGGKAVYRNNPMWPGEAHSLKVEK VL FKDKSDFQEVLVFESATYGKVLVLDG I VQL TEKDECAYQEMI AHL PLCS I SSPKNVLWGGGDGGVLREISRHSSVEVIDIC

FedAAAh = RAAAAAAAK =k Ak = Ak = ok k= Aok -k - Rk - - k- - RRAA Ak k- - dA ke kA AR K- AA - K- K- - K -k

E IDKMVVDVSKQFFPDVA IGY EDPRVNLV IGDGVAFLKNAAEGSYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFQSVARAL RPGGVVCTQAESLWLHVD I 1 EDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPDVA IGY EDPRVNLV IGDGVAFLKNAAEGSYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFQSVARAL RPGGVVCTQAESLWLHVD I 1 EDIVANCREI FKGSVNYAWTSVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPDVA IGY EDPRVNLV IGDGVAFLKNAAEGSYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFQSVARAL RPGGVVCTQAESLWLHVD I 1 EDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPNVA IGFEDPRVNLV IGDGVAFLKNAAEGSYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFQSVARAL RPGGVVCTQAESLWLHVD I 1 ED1VSNCREI FKGSVNYAWTSVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPNVA IGY EDPRVNLV IGDGVAFLKNAAEGSYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFQSVARAL RPGGVVCTQAESLWLHVD I 1 EDIVSNCRE I FKGSVNYAWTSVPTY
E IDKMVVDVAKQYFPNVAVGY EDPRVNL I IGDGVAFLKNAAEGTYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFESVNRAL RPGGVVCTQAESLWLHMD I 1 EDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY
E IDKMVVDVAKQYFPNVAVGY EDPRVNL I IGDGVAFLKNAAEGTYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFESVNRALRPGGVVCTQAESLWLHVD I 1 EDIVSNCRDIFKGSVNYAWTSVPTY
E IDOMVVDVSKEFFPD IAVGY EDPRVTLHVGDGVAFLKDVPAGTYDAI IVDSSDP | GPAKELFEKPFFESVAKAL RPGGVVCTQAES IWLHVHL I ED1VANCRQVFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMV IDVSKEFFPD IAVGY EDPRVTLHVGDGVAFLKNSPAGTYDAI IVDSSDP | GPAQELFEKPFFESVARAL RPGGVVCTQAES IWLHVH I 1 EDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMVVDVSKKFFPDVSVGY EDPRVSLHIGDGVAFLKAVPEGTYDAV IVDSSDP | GPAQELFEKPFFESVAKAL RPGGVVSTQAESIWLHVN I 1 EDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMVVDVSKKFFPDVA 1GY EDPRVTLRVGDGVAFLKAVPEGTYDAI IVDSSDP I GPAQELFEKPFFESVAKAL RPGGVVSTQAESIWLHVN I 1 EDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPKVA 1GY EDPRVNLHIGDGVAFLNAVPEGTYDAV IVDSSDP I GPAQELFEKPFFQSVANAL RPGGVVCTQAESIWLHVH I 1EDIVINCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMV IDVSKQFFPEVA IGY EDPRVTLHVGDGVAFLKAVPAGTYDAV IVDSSDP | GPAKELFEKPFFQTVANAL RPGGVVCTQAES IWLHVH I 1 EDIVANCREIFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPDVAVGY DDPRVNLHIGDGVAFLKAVPEGTYDAV IVDSSDP | GPAQELFEKPFFQSVARAL RPGGVVCTQAES IWLHVH I 1 EDIVSNCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPDVSVGFEDPRVTLNIGDGVAFLKAVEEGTYDAV IVDSSDP | GPAQELFEKPFFNSVARAL RPGGVMCTQAES IWLHVD I 1 EGIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMVVDVSKQFFPD IAVGFEDPRVTL TVGDGVAFLKNVPEGTYDAV IVDSSDP | GPAQELFEKPFFASVAKAL RPGGVVCTQAES IWLHVH I 1 EDIVANCRQIFKGSINYAWTTVPTY
E IDKMVVDVSKQYFPDVAVGYDDPRVTLHIGDGVAFLKEVPEGTYDAV IVDSSDP I GPAQELFEKPFFASVAKAL CPGGVVCTQAESIWLHVD I 1 EDIVANCRQI FKGSVNYAWTTVPTY
E IDKMVVEVAKEFFPDVAVGY EDPRVNLHIGDGVAFLKNVPAGTYDAV IVDSSDP | GPAQELFEKPFFES IARALRPGGVVSTQAES IWLHVH I 1 EETVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
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Figura suplementaria 1. Alineamiento multiple de las enzimas espermidina sintasas (SPDS’s) de distintas especies de plantas.
Las secuencias presentadas corresponden a las SPDS’s de varias plantas que presentan sitios PEST. Las secciones marcadas en gris en
cada proteina indican los a.a. que comprenden la region PEST. La seccion subrayada en la espermina sintasa de Arabidopsis thaliana

(AtSPMS) corresponde al exon caracteristico de esta clase de enzimas y que no esta presente en las espermidina sintasas. Los residuos

E IDKLVVDVAKEFFPDVAVGFEDPRVNLHIGDGVAFLKAVPEGTYDAI IVDSSDPVGPAQALFERPFYKTLDRALRPGGV ICTQAESLWLHVP I 1 KDIVGACRHTFKGSINYAWTSVPTY 269
E IDKMVIDVSKKFFPELAVGFDDPRVQLHIGDAAEFLRKSPEGKYDAI IVDSSDPVGPALALVEKPFFETLARALKPGGVLCNMAESMWLHTHL IEDM IS ICRQTFK-SVHYAWSSVPTY 292

Fohk - mdommkmdommdok - mkm - FAAKA K =Kk Hk K k- dokokdokdok ok ok k-odoks - - ok dokedoke- KAk ok k- - dok ok km -okdok - -k

P-—-———————SGV IGFMLCSTEGPDVDFKHPLNP 1D -—ES-SSKSNGPLKFYNAE | HSAAFCLPSFAKKY IESKAN 334
P-————————SGV IGFMLCSTEGPDVDFKHPLNP 1D-—ES-SSKSNGPLKFYNAE | HSAAFCLPSFAKKY IESKAN 378
P—————————SGV IGFMLCSTEGPDVDFKHPLNP ID-—ES-SSKSNLPLKFYNAE | HSAAFCLPSFAKKY IDSKAN 378
PRHVSLPFNIHGV 1GFMLCSTEGPDVDFKNPVNP 1D-—DS-SSKSDAPLKFYNAE I HSAAFCLPSFAMKY IESKAN 344
P—————————SGV IGFMLCSTEGPDVDFKHPVNP 1D -—ES-SSKSNGPLKFYNAE | HSAAFCLPSFAKKY IESKAN 397
P-————————SGV IGFMLCSTEGPHVDFKKPVNP I DADES-SSKSHGPLKFYNAE | HSAAFCLPSFAKKY IDSKAN 340
P—————————SGV IGFMLCSSEGPQVDFKKPVSL IDTDES-S1 KSHCPLKY YNAE | HSAAFCLPSFAKKY IDSKAN 340
P—————————SGV IGFMLCSTEGPAVDFKHPVNP I DAD—D-DNSR-RPMKFYNSE I HTAAFCL PSFAKKY IDSKAK: 342
P—————————SGV IGFMLCSTEGPSVDFKHPVNP I DAK-D- SKST-RPLKFYNSE I HSAAFCLPSFAKKY 1DAKAK: 346
P ———————SGMIGFMLCSTEGPAVDFKHPVNP I DSN-D- SQSKSKPLKFYNSEL HTAAFCLPSFAKKY IDSKAK: 335
P - ———————SGMIGFMLCSTEGPPVDFKHPVNP I DVD-D- SQRKSKPLKFYNSEL HTAAFCLPSFAKKY IDSGAE: 335
P-————————SGV IGFMLCSTEGPSVDFKNPASS I DMN TD- YNKARGPLKFYNSE | HAAAFCL PAFAKKY IESKAK: 343
P—————————SGV IGFMLCSTEGPAVDFKHPVNS I DE- ————-~SKRPLRFYNSE I HTAAFCLPSFAKKY I DAKAKVDPDWDYWSCSSDVMNSPDI KSFVWRNMN T ICRFGVCQTWDDDF 379
P—————————SGV IGFMLCSTEGPPVDFKHPVNP I DADGA- LSKTRRPLKFYNSE I HTAAFCLPSFAKKY IDAKAS 341
P-—-———————SGMIGFMLCSTEGPTVDFKNPVY S I DED-D-KQ-STRPLKFYNSE | HSAAFCLPSFAKRA IGSKAN 338
P-————————SGMIGFMLCSTEGPLVDFKHPVNP INEN-D-SQ-QSRPLKFYNSE I HTAAFCLPSFAKRK IGSKTN 340
P—————————SGMIGFMLCSTEGPPVDFKHPVNP IDEN—E-SQKSVRPLKFYNSE | HTAAFCLPSFAKRK ISSKAN 335
P—————————SGM IGFMLCSTEGPAVDFKNP INPIDDE-S-GPKT I APLKFYNSE I HOASFCLPSFAKRV IESKGK: 315
P—————————SGV IGFMLCSTAGPAVNFRKPCNP 1 DQAVDPNHYSKRPLKFYNSAMHEAAFSLPQFAREELEHLL TPPPTS 341
P—————————SGV IGFVLCSTEGPAVDFKNP INP I EKLDG-AMTHKRELKFYNSDMHRAAFAL PTFLRREVASLLAS 359

* K= AAk -kAk - Kk kK- -k K- moodks -k Kok Kk K& -

INFLHQAL PFAWEVNHEDNPLHHIHDAENPNVMSNNS I PSSTACKKQARPS 430

idénticos entre las secuencias son marcados con asteriscos y la sustitucion de a.a. son marcadas con puntos.
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OsSPMS2
BrdSPMS2
ZmSPMS2
SeiSPMS2
SobSPMS1
ZmSPMS1
SeiSPMS1
CisSPMS2
CicSPMS
CisSPMS1
CusSPMS2
AtSPMS

OsSPMS2
BrdSPmMs2
ZmSPMS2
SeiSPMS2
SobSPMS1
ZmSPMS1
SeiSPMS1
CisSPMS2
CicSPMS
CisSPMS1
CusSPMS2
ALSPMS

OsSPMS2
BrdsSPMS2
ZmSPMS2
SeiSPMS2
SobSPMS1
ZmSPMS1
SeiSPMS1
CisSPMS2
CicSPMS
CisSPMS1
CusSPMS2
ALSPMS

OsSPMS2
BrdsPmMs2
ZmSPMS2
SeiSPMS2
SobSPMS1
ZmSPMS1
SeiSPMS1
CisSPMS2
CicSPMS
CisSPMS1
CusSPMS2
AtSPMS

MEGGGARNGS TTGAARTGGSGGDAAAGGGGGSAGNGKPLPPCCVKARAAAPESEAKCHATWSGWFTEPRSRGGK TS -KVQY YNNPMWP: GEAHSLKVEKILY
MEGGDARNGS-TGTSPIKGSGDDGPA-————————— KPLPPCCVKARAAAPESEAKCHATWSGWFTEPRSRCCGKTS-KVQYYNNPMWP- GEAHSLKVEKILY
MEAGGAGSGL-NGAVQAKGTGADDGS————————- AKRLPPCCVKARAAAPESEARCHATWSGWFTEPRSRCGKAS-KVQYYNNPMWP GEANSLKVEKILY
MEGGGAGNGL-TGTAQTKGSGGD-GS————————- AKPLPPCCVKARAAAPESEAKCHATWSGWFTEPRSRCGKAS-KVQYYNNPMWP GEAHSLKVEKILY
MEVGDARNGS-AAAAQTKGSADDAAR- ————————— KPLPPCCVKAKAGVPESEAKCHDTWSGWFTEPRSRFGKTS-KVQYFNNPMWP- GEAHSLKVEKILF
MEVGDARNGS-AAAAL TKGGADDAAR-————————— KPLPPCCVKAKARVPETEANCHDTWSGWFTEPRSRFCGKTS-KVQYFNNPMWP- GEAHSLKVEKILF
MEAGDAGNGS-AAAAQI KGSGDDAAH-————————— KPLPPCCVKVKAGVPESEAKCHDTWSGWFTEPRSRFGKTS-KMQYYNNPMWP- GEAHSLKVEKILY
MEGGEGKGLGCQKTMDGKESNKNGSA-————————-— GAI PSCCLKARASAPELDAKCHSTWSGWFSESQSTSDKTG-KTMY FNNPMWPAYRLLHHVCS 1 CCSCSFAGEAHSLKVKEL LF
MEGGEGKGLGCQKTMDGKESNKNGSA-————————- GAIPSCCLKARASAPELDAKCHSTWSGWFSESQSTS

MEGGEGKGLGCQKTMDGKESNKNGSA-————————-— GAI PSCCLKARASAPELDAKCHSTWSGWFSESQSTSDKTG-KTMY FNNPMWP GEAHSLKVKEILF
MEDVTGKSLECQKIMDGKVTNGNGRE-————————~— KVIPSCCLKAKTSDPELEAQCHSTWSGWFSEFQSGSDKAC—-KKLYFNNPMWP- GEAHALEVENILF
MEGDVGI GLVCONTMDGKASNGNGLE—————————— KTVPSCCLKAMACVPEDDAKCHSTVVSGWFSEPHPRSGKKGGKAVYFNNPMWP GEAHSLKVEKVLF
*x

* ** * - -* ** *M*ﬂn’c* * -

QGKSPYQEVLVFESSTYGKVLVLDG IVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSIPSPKKVLYV I GGGDGGVLRE ICRHGSVES 1 DI CE 1DQLV 1 DVCKDFFPDL SVGFKDPRVRLHVGDAVEFLRN
QGKSLYQEVLIFESLTYGKVLVLDG IVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSITSPKRVLV IGGGDGGVLRE ISRHDSVES I DI CE 1DQLV 1 DVCKDYFPDLSVGFKDPRVRLHVGDAVEFLKN
QGKSLYQEVLVFESSTYGKVLVLDG IVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSIPSPKKVLYV I GGGDGGVLREVSRHSSVES 1 D1 CE 1DQLV 1 DVCKDFFPHL SVGFQDPRVQLHVGDAVEFLRN
QGKSPYQEVLVFESTTYGKVLVLDG IVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSIPSPKKVLV I GGGDGGVLRE ISRHSSVES 1D1 CE 1DQLV 1 DVCKDFFPHL SVGFEDPRVQLHVGDAVEFLRN
QGKSPYQEI LVFESSTYGNVLVLDG IVQLTDKDECAYQEMVTHLPLCSI PAPKNVLVVGGGDGGVLRE IARHDSVDT ID1CE 1DQLV 1 DVCKEFFPN I S1GYKDPRVRLHVGDAVDFLRN
QGKSPYQEI LVFESSTYGNVLVLDG IVQLTDKDECAYQEMVTHLPLCSI PAPKNVLVVGGGDGGVLRE IARHDSVET ID1CE 1DQLV 1 DVSKEFFPNLS 1 GFKDPRVRLHVGDAVDFLRN
QGKSPYQEI LVFESSTYGNVLVLDG IVQLTDKDECAYQEMVTHLPLCSIPSPKNVLVVGGGDGGVLRE IARHDSVET 1D1CE 1DQLV 1 DVCKEFFPNLS 1 GYKDPRVRLHVGDAVDFLRN
KGKSEYQEVLVFESLAYGKVLVLDG IVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKTVLVVGGGDGGVLRE ISRHDSVEL 1D CE 1 DKMV I DVSKKYFPELAVGFEDPRVRLH I GDAVEFLRQ
——————— VIGIWESACF——--—-DG IVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKTVLVVGGGDGGVLRE ISRHDSVEL 1D1CE 1 DKMV 1 DVSKKYFPELAVGFEDPRVRLH 1 GDAVEFLRQ
KGKSEYQEVLVFESLAYGKVLVLDG IVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKTVLVVGGGDGGVLRE ISRHDSVEL 1D CE 1 DKMV I DVSKKYFPELAVGFEDPRVRLH I GDAVEFLRQ
KGKSEYQEVMVFESASYGKVLVLDG IVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKSVLVVGGGDGGVLRE ISRHDSVEH 1D CE 1 DQMV I DVSKKCFPQLAVGFEDPRVHLHVGDAVEFLRN
KDKSDFQEVLVFESATYGKVLVLDGIVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSISSPKNVLVVGGGDGGVLREISRHSSVEVIDICEIDKMVIDVSKKFFPELAVGFDDPRVQLHIGDAAEFLRK

taial - -- SR Aok - AR AA R - Aok ok - kdokdokkoke - mdkekedok ok ek - - -k - kbbb ok - ok -

APEGTYDAI 1VDSSDP1GPAQELVEKPFFDT I ARALRPGGVLCNQAESMWLHTHL 1QDMLS I CRETFKGSVHYAWTSVPTYPSGV IGFLLCAKEGPPVNFLTPANP IEKLEGAMEAGRDI
SPEGTYDAI 1VDSSDP 1 GPAQELVEKPFFET I ARALRPGGVLCNQAESMWLHTHL IQDMLS I CRETFKGSVHYAWTSVPTYPSGA IGFLLCAKEGPPVNFLTP INP IEKLEGAMKAGRDI
APEGTYDAI 1VDSSDP1GPAQELVEKPFFDT I ARALRPGGVLCNQAESMWLHTHL 1QDMLS I CRETFKGSVRYAWTSVPTYPSGV IGFLLCAKEGPLVNFLTP INP IEKLEGATKAGREI
APEGTYDAI 1VDSSDP1GPAQELVEKPFFDT I ARALRPGGVLCNQAESMWLHTHL 1QDMLS I CHETFKGSVHYAWTSVPTYPSGV IGFLLCAKEGPPVNFLTP INP IEKLEGATEAGREI
SPEGKYDAI 1VDSSDP 1 GPAQALVEKPFIQT I ARALKPGGVLCNLAESMWLHTHL IQDMLAI CRQTFKGAVHYAWTSVPTYPSGV IGFLLCAKEGREVNFLSPWNP IEKI G-AGKAGREL
SPEGKYDAI 1VDSSDP 1 GPAQALVEKPFIQTIARALKPGGVLCNLAESMWLHTHL IQDMLAI CRQTFKGAVHYAWTSVPTYPSGV IGFLLCAKEGRAVNFLTPANP IEKI EGAAKAGREL
SPEGKYDAI 1VDSSDP 1 GPAQALVEKPFFQT I ARALKSGGVLCNLAESMWLHTHL IQDMLAI CRQTFKGAVHYAWTSVPTYPSGV IGFLLCAKEGRPVNFLTPVNP IEKI QGATKAGKEL
VPRGKYDAI 1VDSSDPVGPAQELVEKPFFDT I AKALRPGGVLCNMAESMWLHTHL IEDMISICRETFKGSVHYAWASVPTYPSGI IGFLICSTEGPHVDFVNP INP IEKLEGADKHKREL
VPRGKYDAI 1VDSSDPVGPAQELVEKPFFDT I AKALRPGGVLCNMAESMWLHTHL IEDMI SICRETFKGSVHYAWASVPTYPSGI IGFLICSTEGPHVDFVNP INP IEKLEGADKHKREL
VPRGKYDAI 1VDSSDPVGPAQELVEKPFFDT I AKALRPGGVLCNMAESMWLHTHL IEDMISICRETFKGSVHYAWASVPTYPSGI IGFLICSTEGPHVDFVNP INP IEKLEGADKHKREL
GKQGKYDAI 1VDSSDPVGPAQELVEMPFFRMI AQALRPGGVLCNMAESMWLHTHL 1QDMI SICRQTFK-DVHYAWTSVPTYPSGV IGFLLCSTEGPKVDFSNPVNP IENVG-HPKSKREL
SPEGKYDAIIVDSSDPVGPALALVEKPFFETLARALKPGGVLCNMAESMWLHTHLIEDMISICRQTFK—SVHYAWSSVPTYPSGVIGFVLCSTEGPAVDFKNPINPIEKLDGAMTHKREL

* *k****k**** E E T ** -* **- -**- -**--*** * Fekk - ***'***** ***- *- E * - * * ***k-- -

RFYNSEMHRAAFVLPTFARRELEAYCT——-TVEREQQEETTAEPLKMNIMPNSEILTAS 397
RFYNSEMHRAAFVLPTFAKRELEAYCG——-SSRREQPEEKSAEQAKI TIEPHSEFLTAS 386
RFYNSEMHRAAFVL PTFARRELEAYCV---STETEQAEETPAAPLKL TLASRSEIFATS 387
RFYNSEMHRAAFVLPTFVKKELEAYCA——-STEREQPEETAATAPKISVASKSEILTAS 386
RFYNSEIHRAAFVLPTFVRRELESYATPSTYAENEKPKESVSEPQKIKILSNNAILTAS 388
RFYNSEIHRAAFVLPTFVRRELEAYTTPISSAENEKPKESVSEPQKIKILSNNAILTAS 389
RFYNSEIHRAAFVLPTFVRRELESYTTPSTSNEKEKPKESVSKSQKIKILPNNAIVTAS 389

RFYNSEIHSAAFAL PAFLKREVSVL GD———————————— SPTPSQRICVS————————— 387
RFYNSEIHSAAFAL PAFLKREVSVL GD—-—————————— SPTPSQRICVS————————— 328
RFYNSEIHSAAFAL PAFLKREVSVL GD———————————— SPTPSQRICVS————————— 369
KFYNSEMHSAAFAL PSFLKREVQALND ——— ————————— APASGKNGCI SS——-————— 368
KFYNSDMHRAAFAL PTFLRREVASL LA s -- 359
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Figura suplementaria 2. Alineamiento multiple de las enzimas espermina sintasas (SPMS’s) de distintas especies de plantas.

Las secuencias presentadas corresponden a las SPMS’s de plantas que presentan sitios PEST. Las secciones marcadas en gris indican los
a.a. que comprenden la region PEST de cada proteina. Las secuencias méas largas hacia el extremo C-terminal, son las SPMS’s de
especies monocotileddneas y de los arboles del genero Citrus. Los residuos idénticos entre las secuencias son marcados con asteriscos y

la sustitucion de a.a. son marcadas con puntos.
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MaetSPMS ~ ————————- MGEAVEIIYTN-—-GF-SKLC——————————- SQPTHPNLDQSSSWYEET I DDDLKWSFALNSVILHKGTSEFQD IALLDTKRFGKVLV IDGKMQSAEVDEF I YHECL IHPS 96

AttSPMS = ——————— MGEAVEWIFGN-—-GF-PEILKATSP—————- TQTLHSNQ-QDCHWYEET I DDDLKWSFALNSVLHQGTSEYQD IALLDTKRFGKVLYV I DGKMQSAERDEF I YHECL IHPA 100
SObtSPMS  ——--MLGAVPAEAL PLPRDASSKGYGAKHLQPPLP—————- PPKQQPDVEAESGWVFEEE I DDDFKLCYALNSVLHRGASKYQE IVLIDTKHFGKAL I IDGKMQSTEMDEF I YHESL IHPP 110
PrptSPMS  MLSFLCAALMVLYVPLPPEDHFSEFEL IPEEDNYQ—————- NPPTGNDQQOHAEWFEEQL EADLKWSFALNGVLHAATSEFRQD IVLLDTKRFGKALYV I DGKLQSAERDEF I YHECLVHPA 114
PptSPMSa ————MVECFEVECSNAAYGNGTSRQTAVSNGASHQSSVTKTVLPAEAEHKKRCLWFEEELEEDLRW\/FGVSK 1LHTGVSEFQD IELVESGPFGKVL I LDGKLQSAEADEFVYHESIVHAA 116

Kakk - - k== - - -k K mkmk k- - - Fhk K- -dokk ook ok hdok - dokk - -k

MaetSPMS  LLCHPLPRNVFIMGGGEGSAAREALKHNS I EKWMCD IDQEVVWNFCRTYLTVNQDAFCNKKLNLY INDAKAELEKRTDKFDI 1 IGDLADPVEGGPCYQLYTKSFYEQILKPKLNDNGIFV 216
AttSPMS  LLFHPNPKTVFIMGGGEGSAAREILKHTT I EKVWMCD IDQEVVDFCRRFLTVNSDAFCNKKLELYV IKDAKAEL EKREEKFDI 1 VGDLADPVEGGPCYQLYTKSFYQNILKPKLSPNGIFY 220
SobtSPMS  MLFHPNPKTVFIMGGGEGSAAREVLRHANTVQRWMCD IDQEVVDFCRTYLTVNRQAFSSEKLCL 1 INDARAELEKSKDRFDV I VGDLADPVEGGPCYQLYTKSFYELIVKPKLNDLGIFV 230
PrptSPMS  LLLHDNPKT IFIMGGGEGSTARESLKHKDVEKV IMCD IDRMVVDFCREHL TENQEAFRDDKLH IVANDAKAEL EKTEEKFDV 1 VGDLPDP IEGGPCNDLYTKPFYEQV IKPHLKDNGIFV 234
PptSPMSa  LLYHPNPKNVFIMGGGEGSTAREALKHRSVEKWMCD IDEEVYNFCRKHL TVNAEAFRSKRLDL I INCARAEL EKKTEKFDI 1 VGDLADPVAGGPCYQLYTKSFYERVLKPSLKDGGILY 236

MaetSPMS  TQAGPAG IFTHKEVFSS IYNTIKQVFKYVVAY SAHVPSFADTWGWWM ————————————, -ASDQPFS- I DAEE IDRRIEER IEG-ELLYLNGAAFISSATLNKTVSLSLLNETHVYTEDDA 322
ATEtSPMS  TQAGPAG IFTHKEVFTS IYNTMKQVFKYVKAYTAHVPSFADTWGWWM————————————, -ASDHEFD-VEVDEMDRRI EERWNG-ELMYLNAPSFVSAATLNKT ISLALEKETEVYSEENA 326
SobtSPMS  TQAGPAGVLTHKQVFSS IYNTLRHVFKYVQAY TAHVPSFADTWGWVYMFPAWL IMIAFQASDHPFD-LTARQ INERI SDRIEGGELAYLSGEFFI SSTTLNKSVHQSLLNETHVYTEDDA 349
PrptSPMS  TQAGLAG ILSHKDIFTS IYNTIKHVFKYV IAYTAHVPSYADSCGWWL ————————————, -ASDEPLK-LDVEQLNSRIQER IRG-DLLYLDGAS IVSSTWNKMICTSLLKETQVLTGENV 340
PptSPMSa TQGGPAGILTHTEVYSS IYNTLRQTFKYVVPYAAHVPSYADTV\GW M-—--—————-- A SDEPI PT I SAETTDNRIKER IDG- ELKFLDGQTLSAA 1ALNKHVRRSLAAERHVYTEETA 343
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MaetSPMS RFIPGHGLGYRN-—- 334
AttSPMS  RFIHGHGVAYRHI-- 339
SobtSPMS RFIYGHGRACHAVSS 364
PrptSPMS RFVYGHGLTKNAEE- 354
PptSPMSa RFIHGHGTALKN--- 355

Figura suplementaria 3. Alineamiento multiple de las enzimas termo espermina sintasas de distintas especies de plantas.
Las secuencias presentadas corresponden a las tSPMS’s de plantas que presentan sitios PEST. Las secuencias marcadas en gris indican

los a.a. que comprenden la region PEST. Los residuos idénticos entre las secuencias son marcados con asteriscos y la sustitucion de a.a.

son marcadas con puntos.
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