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RESUMEN 

 “Caracterización funcional de una secuencia de degradación tipo PEST de la espermina 
sintasa 1 de maíz (ZmSPMS1)” 

 

Las poliaminas (PAs) son compuestos alifáticos de bajo peso molecular con carga positiva a pH 

fisiológico, las cuales están involucradas en diversos procesos bioquímicos, celulares y fisiológicos 

en todos los organismos. En las plantas, es conocido que los niveles intracelulares de dichas aminas 

fluctúan entre estadios del ciclo celular, en etapas fisiológicas y en respuesta al estrés. Por esto, los 

niveles intracelulares de PAs deben estar finamente regulados a través de su anabolismo, 

catabolismo, conjugación y transporte. Se ha reportado que los genes involucrados en su biosíntesis 

y catabolismo son regulados tanto a nivel transcripcional, traduccional y postraduccional. En este 

trabajo nos enfocamos al estudio de la regulación postraduccional de la espermina sintasa 1 de maíz 

(ZmSPMS1), involucrada en la síntesis de espermina, en la que se requiere una secuencia de 

degradación tipo PEST. Este mecanismo de regulación en enzimas de la síntesis de PAs ya ha sido 

ampliamente estudiado en mamíferos; sin embargo, no existen reportes en detalle sobre este 

mecanismo en ninguna enzima de la biosíntesis de PAs en plantas. Nosotros validamos esta posible 

secuencia PEST mediante una fusión con el gen reportero GUS y un fragmento que incluye la 

región PEST de la enzima ZmSPMS1. Esta fusión fue evaluada en líneas transgénicas de 

Arabidopsis thaliana y en expresión transitoria en monocapas de cebolla. Nuestros resultados 

muestran que la secuencia PEST es una etiqueta para la degradación de la enzima ZmSPMS1 

mediada por el proteosoma 26S. Mediante un análisis bioinformático encontramos que estas 

secuencias de degradación tipo PEST están presentes en diversas aminopropil transferasas de 

plantas como espermidina, espermina y termo espermina sintasas. Esto indica que dicho mecanismo 

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

 

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

 

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 aniónicas como 

DNA, RNA, cromatina y proteínas, actuando como moléculas reguladoras en varios 

procesos celulares incluyendo división celular, síntesis de DNA y proteínas, expresión 

génica, estabilización de membranas y en el funcionamiento de ciertos canales iónicos 

(Igarashi and Kashiwagi 2000; Childs et al. 2003; Zepeda-Jazo et al. 2011).  

Debido a estas múltiples funciones, la homeostasis de las PAs es crucial y se mantiene a 

través de la regulación de su biosíntesis, catabolismo, conjugación y transporte (Wallace 

et al. 2003). En particular, la síntesis de estos policationes esta controlada a diversos 

niveles como el transcripcional, postranscripcional, traduccional y postraduccional 

(Carbonell y Blázquez 2009). 

En ratón los niveles intracelulares de PAs se mantienen mediante la degradación de la 

primera enzima de síntesis la ornitina descarboxilasa (ODC), la cual forma putrescina 

(Put) (Pegg 2006). La degradación de la enzima ODC ocurre cuando ésta forma un 

complejo con un proteína conocida como “antienzima”, exponiendo su extremo C-

terminal, en el cual se encuentra una región hidrofílica rica en aminoácidos como 

prolina, acido glutámico, serina y treonina (PEST), esta secuencia es una etiqueta para 

la degradación específica de proteínas a través del proteosoma 26S (Rechsteiner y 

Rogers 1996). 
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Recientemente, nuestro grupo de investigación caracterizó una SPMS de maíz 

(ZmSPMS1), la cual es responsable de la producción de Spm. En un análisis in silico de 

la enzima ZmSPMS1, se identificó una potencial región PEST en el extremo C-terminal. 

En un análisis de complementación funcional, utilizando una cepa mutante de 

Saccharomyces cerevisiae incapaz de producir Spm (spe4∆), encontramos que solo la 

versión trunca del extremo C-terminal de la ZmSPMS1 fue capaz de complementar y 

producir Spm (Rodríguez-Kessler et al. 2010). Proponemos que la ausencia de la 

secuencia PEST genera una versión funcional de la ZmSPMS1 en levadura. 

En esta tesis, se validó funcionalmente la secuencia PEST de la proteína ZmSPMS1 in 

planta. Para lograr este objetivo, realizamos una fusión traduccional entre el gen 

reportero de la β-glucoronidasa (GUS) y las 123 pb del final del marco de lectura 

abierta del gen ZmSPMS1, que incluyen la secuencia PEST. Esta construcción 

GUS::PEST se evaluó mediante su expresión transitoria en monocapas de cebolla y en 

líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana. Nuestros datos muestran que la secuencia 

PEST de la proteína ZmSPMS1 de maíz conduce a la degradación específica de la 

proteína reportera GUS. Además, observamos que la adición del inhibidor del 

proteosoma (MG132) bloquea la degradación de la fusión GUS::PEST, sugiriendo que 

este sitio PEST es reconocido por la ruta de degradación del proteosoma 26S. Este 

resultado es el primer reporte donde se caracteriza a nivel funcional una región PEST en 

enzimas de la biosíntesis de PAs en plantas. Además, se presenta un análisis 

bioinformático de posibles secuencias PEST en aminopropil transferasas de diversas 

especies de plantas. También se discute la ubicación de estas secuencias dentro de las 

proteínas analizadas entre especies mono y dicotiledóneas.  
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II. RESULTADOS 

 

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

degradación proteolítica. 

 

En un estudio realizado por Rodríguez-Kessler y colaboradores (2010) se identificó 

mediante un análisis in silico de la enzima ZmSPMS1 de maíz una posible secuencia 

PEST en su extremo C-terminal. Además, a través de un experimento de 

complementación funcional se observó que una versión trunca en el C-terminal de la 

enzima ZmSPMS1, que solo contenía 8 de los 17 a.a. que conforman la secuencia PEST, 

fue capaz de producir espermina en una cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae 

(spe4∆).  

Posiblemente la ausencia de la secuencia PEST generó una versión funcional de la 

enzima ZmSPMS1 en levadura. Para validar esta hipótesis, fusionamos el gen reportero 

de la β-glucoronidasa (GUS) con 123 pb del marco de lectura abierta del gen ZmSPMS1,  

que codifican para los últimos 40 a.a. de dicha enzima, y que incluyen la secuencia 

PEST. Esta fusión traduccional se clonó en el vector de expresión pMDC32, el cual 

tiene el promotor 35S (Fig. 2). Como control positivo de expresión, el gen GUS se 

clonó en el vector pMDC32. Estas construcciones se avaluaron en un sistema de 

expresión transitoria en monocapas de cebolla y en líneas transgénicas de Arabidopsis 

thaliana. En ambos sistemas, la construcción pMDC32-GUS::PEST muestra un 

decremento en la actividad de GUS, el cual es reflejado en una drástica disminución de 

la coloración azul, resultado del procesamiento del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-

β-D-glucurónido (X-Gluc), en comparación con la construcción control pMDC32-GUS, 

en donde todas las células son azules (Fig. 2a, b). 
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Para verificar si la baja señal del reportero GUS en las plantas transgénicas de A. 

thaliana que expresan la fusión GUS::PEST se debe a un procesamiento a nivel 

postraduccional, y no a una regulación a nivel transcripcional, llevamos acabo un 

análisis de expresión de la construcción pMDC32-GUS::PEST mediante RT-PCR semi-

cuantitativo. En este experimento observamos que los niveles de expresión de las tres 

líneas transgénicas con pMDC32-GUS::PEST son constantes y similares a la línea 

control pMDC32-GUS (Fig. 3a). Por el contrario, cuando analizamos los niveles de la 

proteína GUS mediante Western Blot con un anticuerpo anti-GUS, observamos que los 

niveles de esta proteína disminuyen en las tres líneas transgénicas con pMDC32-

GUS::PEST comparadas con las plantas que expresan la construcción control pMDC32-

GUS (Fig. 3b). Estos resultados sugieren que la secuencia PEST de la enzima 

ZmSPMS1 de maíz es una etiqueta requerida para su degradación. 
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Figura 1. Construcción del vector pMDC32-GUS::PEST. Del gen ZmSPMS1 se 

amplificaron 123 pb, que codifican una posible secuencia PEST localizada al final de la 

proteína. En el esquema el fragmento del gen ZmSPMS1 fusionado a GUS se marca en 

negro. Esta fusión se clonó dentro del vector de expresión pMDC32 bajo el control del 

promotor 35S. 

  



 6 

 

 

Figura 2. Tinción de GUS en líneas 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 dimetilsulfóxido (DMSO, c), 

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

MS 

c)  DMSO 

d)  CHX 

e)  MG132 

f)  MG132/CHX 

b)  Monocapas de cebolla  

a)  Hojas de Arabidopsis 
thaliana  

MS 

pMDC32-GUS  pMDC32-GUS::PEST  
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MG132/CHX (f). Las flechas muestran la señal de GUS en la orilla de las células. En la 

figura se muestra una foto representativa de 50 plantas de A. thaliana sometidas a 

tinción de GUS, provenientes de la línea transgénica 1. La barra de escala corresponde a 

100 μm. 

 



 8 

 

 

 

 

Figura 3. Patrones de expresión de las construcciones pMDC32-GUS y pMDC32-

GUS::PEST. a) RT-PCR de líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresan 

las construcciones pMDC32-GUS (control) línea 3 y pMDC32-GUS::PEST líneas 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.  

  

GUS 

UBQ5 

GUS 

GUS::PEST 
Línea 1             Línea 2          Línea 3  

GUS 
Línea 3 

a) 

b) 
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2.2 La secuencia PEST de la enzima ZmSPMS1 es una etiqueta para degradación 

vía proteosoma 26S. 

 

Para examinar si la proteína ZmSPMS1 es degradada vía el proteosoma 26S, 

analizamos la expresión de la construcción pMDC32-GUS::PEST en monocapas de 

cebolla en presencia de un inhibidor del proteosoma, MG132, y de cicloheximida 

(CHX), un inhibidor de la síntesis de proteínas. Debido a que el MG132 esta disuelto en 

dimetilsulfóxido (DMSO), este ultimo se incluyo como un tratamiento control. En este 

experimento observamos un incremento en la expresión de GUS en el tratamiento con 

ambos inhibidores (MG132/CHX) (Fig. 2f) en comparación con las monocapas de 

cebolla tratadas con MS, DMSO y CHX (Fig. 2b-d). El tratamiento con el inhibidor 

MG132 también incrementó la señal 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 degradación de la proteína 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://emboss.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 
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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 degradación están 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 más altos, que indican 

regiones con mayor probabilidad de ser blancos de degradación. En un alineamiento 

múltiple entre estas secuencias de SPDS´s se observó 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 

región que diferencia a las SPDS´s de las SPMS´s, descrita anteriormente por 

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

Especie  Tipo de enzima 
Numero de acceso 

PEST-FIND 
valor (+) 

Posición PEST 
(N-terminal/C-terminal) 

Posición PEST 
(Tamaño proteína) 

Manihot esculenta SPDS1 
cassava4.1_011152m 

8.55 
2.65 

 

 

18-47 
299-312 

(342) 

Ricinus communis SPDS 
28610.m000070 3.42 

 

21-72 
(346) 

Linum usitatissimum SPDS 
Lus10029169 5.47 

 

 

18-67 
(343) 

Populus trichocarpa SPDS1 
XP_002315806 4.71 

 

 

16-60 
(335) 

P. trichocarpa SPDS2 
XP_002315859 4.57 

 

 

16-60 
(335) 

Phaseolus vulgaris SPDS2 
Phvulv091031152m 5.57 

 

 

20-37 
(338) 

Glycine max SPDS2 
Glyma02g03830.1 

 
4.71 

 

 

18-66 
(340) 

G. max  SPDS1 
Glyma08g39810.1  

0.62 
0.46 

 

 

188-215 
291-303 

(335) 

Malus domestica SPDS1 
BAC20170 

4.95 
1.04 

 

 

18-40 
335-355 

(430) 

Arabidopsis thaliana  SPDS1 
NP173794 1.38 

 

 

291-302 
(334) 

Arabidopsis lyrata SPDS1 
889925 1.38 

 

 

335-346 
(378) 

A. lyrata SPDS2 
476155 4.36 

 

 

295-308 
(340) 

Capsella rubella SPDS1 
Carubv10009456m  

9.12 
1.38 

 

 

55-79 
335-346 

(378) 

Brassica rapa SPDS1 
Bra024620  0.44 

 

 

300-312 
(344) 

Thellungiella halophila SPDS1 
Thhalv10007822m 

7.9 
1.72 

 

 

72-98 
354-365 

(397) 

Eucalyptus grandis SPDS1 
Eucgr.H02622.1  0.61 

 

 

18-65 
(341) 

Physcomitrella patens SPDS1 
EDQ82005 5.78 

 

 

5-17 
(341) 

Hyoscyamus niger SPDS1 
BAA24533 1.99 

 

 

270-283 
(315) 
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De las espermina sintasas (SPMS´s), identificamos secuencias de degradación tipo 

PEST en 11 enzimas, de las cuales 9 presentan una sola secuencia PEST, con un patrón 

de localización 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 región PEST se presenta en la parte central de la proteína (Tabla 2). En un 

alineamiento múltiple 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 

monocotiledóneas son mas largas en el extremo C-terminal comparadas con las de 

dicotiledóneas y en esta extensión 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 
Numero de acceso 

PEST-FIND 
valor (+) 

Posición PEST 
(N-terminal/C-terminal) 

Posición PEST 
(Tamaño proteína) 

Cucumis sativus SPMS2 
Cucsa.040600.2 0.31 

 

 

37-48 
(368) 

Citrus sinensis SPMS1 
orange1.1g017607m 0.23 

 

 

351-365 
(369) 

C. sinensis SPMS2 
orange1.1g016578m 0.23 

 

 

369-383 
(387) 

Citrus clementina SPMS 
clementine0.9_034330m 0.23 

 
 
 

310-324 
(328) 

Sorghum bicolor SPMS1 
Sb10g020570.1 3.75 

 

 

349-365 
(388) 

Zea mays  SPMS2 
AC202893 4.74 

 

 

351-374 
(387) 

Z. mays SPMS1 
AAW57523 3.65 

 

 

350-366 
(389) 

Setaria italica SPMS1 
Si006628m 11.07 

 

 

350-364 
(364) 

S. italica SPMS2  
Si020398m 8.30 

 

 

361-373 
(386) 

Oryza sativa SPMS2 
BAD29687 8.65 

 

 

372-384 
(397) 

Brachypodium distachyon SPMS2 
Bradi3g09540.1  0.9 

 

 

209-236 
(386) 
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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 comparación 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 observó que la posición 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). 
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Tabla 3. Regiones PEST en tSPMS´s de plantas. 

Especie  Tipo de enzima 
Numero de acceso 

PEST-FIND 
valor (+) 

Posición PEST 
(N-terminal/C-terminal) 

Posición PEST 
(Tamaño proteína) 

Manihot esculenta tSPMS 
cassava4.1_011466m 5.45  

 
22-41 
(334) 

Prunus persica tSPMS 
ppa1027209m 2.65  21-46 

(354) 

Sorghum bicolor tSPMS 
Sb02g025980.1 6.93  34-55 

(364) 

Physcomitrella patens tSPMSa 
XP_001760221 1.48  271-300 

(355) 
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III. DISCUSIÓN 

 

Las poliaminas (PAs) han sido asociadas con distintos procesos celulares fundamentales. 

En las plantas, estos policationes están involucrados en procesos fisiológicos como: 

embriogénesis, organogénesis, iniciación floral y desarrollo, senescencia, así como en la 

respuesta al estrés biótico y abiótico (revisado por Kusano et al 2008). Por ejemplo, se 

ha reportado que los contenidos intracelulares de PAs regulan im portantes 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 disminución en sus niveles al inicio de la 

fase M (Wallace et al. 2003). Además, el uso de inhibidores de la síntesis 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 biótico 

y abiótico (Ashraf y Harris 2004; Kasinathan y W ingler 2004; Jiménez-Bremont et al. 

2007; Rodríguez-Kessler et al. 2008; Hernández-Lucero et a l. 2008; Ortega-Amaro et al.  

2012). Dicha acumulación de PAs en las células vegetales, activa la síntesis de 

moléculas de señalización com o óxido nítrico, peróxido de hidrogeno y ácido abscísico, 

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, 

conjugación y transporte (revisado por Carbonell y Blázquez 2009). Por ejemplo, uno 

de los mecanismos que regula la producción de PAs superiores (Spd y Spm) es el 

control traduccional de las enzimas S-adenosilmetionina descarbolxilasas (SAMDC), 

mediante la regulación en la traducción de pequeños marcos de lectura abierta (uORF´s) 

ubicados en el 5´UTR de estos genes, los cuales regulan la traducción del ORF principal 
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en un proceso dependiente de la concentración intracelular de PAs (Ivanov et al. 2009). 

Sin embargo, la regulación postraduccional de estas enzimas ha sido poco explorada en 

plantas, la cual podría tener implicaciones importantes en los niveles de PAs en las 

células vegetales. 

En mamíferos, a nivel postraduccional, uno de los mecanismos más estudiado es la 

degradación de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) de ratón, la cual es clave en la 

síntesis de PAs. La degradación 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 

degradación tipo PEST. Este proceso es mediado por el proteosoma 26S y no depende 

de ubiquitinación (Pegg 2006). La expresión heteróloga en tabaco de una versión trunca 

en el extremo C-terminal de la ODC de ratón (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 degradación de la ODC se 

debe a esta etiqueta. En plantas este tipo de regulación por secuencias PEST en enzimas 

de la biosíntesis y catabolismo de PAs ha sido poco explorada. Recientemente se 

reportó que una secuencia tipo PEST participa en la degradación de la SAMDC1 de 

Arabidopsis thaliana (Zhang et al. 2011). 

En esta tesis se caracterizó una secuencia de degradación tipo PEST de la espermina 

sintasa 1 de maíz (ZmSPMS1). Para ello se llevo acabo una fusión entre una región del 

extremo C-terminal que incluye la secuencia PEST de la enzima ZmSPMS1 con el gen 

reportero GUS. Esta fusión GUS::PEST conduce a la degradación de la proteína 

reportera GUS en líneas transgénicas de A. thaliana y en una transformación genética 

transitoria de monocapas de cebolla.  

Estos resultados concuerdan con lo reportado por nuestro grupo de investigación 

(Rodríguez-Kessler et al. 2010), en donde se observó que una versión 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 (spe4∆) de Saccharomyces cerevisiae. En 

conjunto estos resultados demuestran que está secuencia PEST es una etiqueta para la 

degradación de la enzima ZmSPMS1 de maíz. 

Por otro lado, cuando las monocapas de cebolla transformadas con la fusión 

GUS::PEST son tratadas con un inhibidor del proteosoma 26S, MG132, se observan 

pequeñas señales de GUS localizadas en las orillas de las células de las monocapas de 

cebolla (Fig. 2e), en comparación a las monocapas no tratadas con dicho inhibidor, o 

solo tratadas con cicloheximida (CHX) y con dimetilsulfóxido (DMSO), en donde la 

señal de GUS es casi nula. 

Este efecto, donde el MG132 no bloquea del todo la degradación de GUS, puede ser 

debido a que el efecto de este inhibidor es reversible, ya que presenta una alta tasa de 

disociación (Tsubuki et a l. 1996); otra causa podría ser la reducida asim ilación del 

inhibidor por las células vegetales. Sin embargo, cuando el tratamiento del inhibidor 

MG132 es suplementado con un inhibidor de la síntesis de proteínas como la CHX, se 

observa un mayor incremento de la señal del reportero GUS en comparación a la 

transformación de GUS::PEST solo tratada con MG132, logrando niveles cercanos a la 

construcción GUS (sin la secuencia PEST) tratadas con MG132 y CHX. Lo observado 

es resultado de la acción de la CHX, la cual disminuye la traducción de novo de 

proteínas, 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 degradación 

de la fusión GUS::PEST.  

La degradación de proteínas vía la ruta ubiquitin/proteosoma 26S es de gran 

importancia en organismos eucariontes ya que esta involucrada en distintos procesos 

fundamentales como, diferenciación y desarrollo, señalización hormonal, resistencia a 
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enfermedades, entre otros (Vierstra 2003). En años recientes, el estudio de esta ruta ha 

ganado gran importancia en plantas, mostrando que proteínas que regulan procesos 

celulares básicos como el ciclo celular (Planchais et al. 2004; Adachi et al. 2006), 

transcripción (Sakuma et al. 2006; Lu et al. 2010) y síntesis de PAs (Zhang et al. 2011) 

son degradadas mediante el reconocimiento de secuencias tipo PEST vía el proteosoma 

26S. 

Rechsteiner y Rogers (1996), reportaron que las secuencias PEST pueden estar 

distribuidas a lo largo de la proteína, sin embargo su posición es más conservada en el 

extremo C-terminal. El algoritmo diseñado para la predicción de estas secuencias 

inicialmente fue evaluado en proteínas de S. cerevisiae y mamíferos, en el cual se 

considera un rango que va desde -50 hasta +50, donde valores positivos mayores de 

cinco, son potenciales sitios de degradación. Sin embargo, valores mayores de cero 

podrían llegar a ser blanco de degradación. Por ello, es necesaria su demostración 

experimental. 

Al igual que en la ODC de ratón (+5.16), la región PEST de la ZmSPMS1 se encuentra 

localizada en el extremo C-terminal. Recientemente nuestro grupo de investigación 

reportó que las SPMS´s de especies monocotiledóneas presentaban un extremo C-

terminal más largo en comparación a las SPMS´s de especies dicotiledóneas. En este 

análisis se identificó que las SPMS´s de maíz y arroz contenían en esa extensión del C-

terminal secuencias tipo PEST. En particular, en maíz 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 (Rodríguez-Kessler et al. 2010). 

Con base en la demostración experimental de la secuencia PEST de la enzima 

ZmSPMS1 como una etiqueta de degradación y con lo reportado por Rodríguez-

Kesslery colaboradores (2010), se llevo acabo un estudio bioinformático 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 observó que las SPMS´s de especies monocotiledóneas 

presentan estos sitios en el extremo C-terminal, con valores positivos altos, estas 

enzimas pertenecen a especies como Setaria itálica, Oryza sativa, Sorghum bicolor y 

Zea mays. De la misma manera encontramos que las SPMS´s de árboles del genero 

Citrus presentan secuencias PEST en el extremo C-terminal, sin embargo los valores 

son bajos comparados con las SPMS´s de especies monocotiledóneas. En conclusión las 

SPMS´s de monocotiledóneas son mas largas en el extremo C-terminal y en esta 

extensión se encuentra codificada una etiqueta que regula a estas enzimas a nivel 

postraduccional.  

Sin embargo, ¿cómo estas etiquetas de degradación no son reconocidas en las SPMS´s 

cuando la célula necesita sintetizar espermina? Uno de los mecanismo mas estudiados 

de degradación mediada por secuencias PEST es la ODC de mamíferos. Esta enzima 

forma un homodímero para ser catalíticamente activa, así que las secuencias PEST de 

cada monómero quedan ocultas impidiendo su degradación. La exposición de las 

secuencias PEST se lleva acabo cuando el dímero de ODC interactúa con una proteína 

conocida como “antienzima”, provocando la degradación de la enzima (Hayashi y 

Murakami 1995). 

De acuerdo con lo anterior, ha sido reportado que diversas aminopropil transferasas 

forman homodímeros (Pegg y Michael 2010). Por ejemplo, el dímero de la HsSPDS de 

humano formado por la unión de sus extremos N y C-terminal (Wu et al. 2007), o la 

formación de oligómeros entre los dímeros de SPDS´s y SPMS´s en A. thaliana  

(Panicot et al. 2002). Zhang y colaboradores (2011) reportaron que la interacción de la 
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enzima SAMDC1 con una proteína viral evita la degradación de dicha enzima, 

facilitando la proliferación viral.  

Es importe determinar si la enzima ZmSPM1 de maíz forma dímeros y/o si existen 

proteínas que se unan a su secuencia PEST. Para responder esta incógnita, se cuenta con 

una construcción de la AtSPMS de A. thaliana y la ZmSPMS1 de maíz en el sistema de 

dos híbridos (datos no mostrados). 

En el análisis bioinformático de las SPDS´s, se identificaron 18 de 45 SPDS´s con 

secuencias PEST que presentan valores positivos, en donde la mayoría de estas 

secuencias de degradación se ubican en el extremo N-terminal. Rodríguez-Kessler y 

colaboradores (2010) describieron la organización genómica de las aminopropil-

transferasas de plantas, en donde observaron que el segundo exón de las SPMS´s estaba 

ausente en las SPDS´s. Es interesante notar que la ubicación de la secuencia PEST en 

las SPDS´s de Ricinus communis, Linum usitatissimum, Populus trichocarpa, Glycine 

max y Eucalyptus grandis se localizan en esta región que diferencia a las SPMS´s de las 

SPDS´s. 

El análisis de las 29 secuencias tSPMS´s, arrojó 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 regulación postraduccional de 

aminopropil transferasas en plantas. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

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 cámara de crecimiento  con un fotoperiodo de 16 

horas luz y 8 horas oscuridad, con una temperatura de 22± 2°C. 

Para la obtención de monocapas cebolla fue usada una variedad comercial Allium cepa. 

Después de la transformación, las monocapas fueron recuperadas en oscuridad en medio 

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

 

4.2 Construcción de plásmidos 

 

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, Carlsbad, CA, USA), 

posteriormente fue subclonado en el vector de expresión pMDC32 por recombinación 

sitio especifica usando la enzima LR Clonasa II (Sistema Gateway; Invitrogen, Carlsbad, 

CA), los oligonucleótidos usados fueron los siguientes: 5-GUS  

5´atgttacgtcctgtagaaaccccaacc 3´ (sentido) y 5´tta ttgtttgcctccctgctgcgg 3´ (anti-sentido). 

Para la generación de la fusión traduccional GUS::PEST la secuencia del ORF del gen 

GUS fue amplificada sin el codón de paro mediante PCR. De la misma manera fue 

amplificada la secuencia nucleotídica 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 región PEST, fueron introducidos sitios de 

restricción KpnI en la secuencia de los oligonucleotidos (bases subrayadas) como se 

describe: 5-GUS 5´atgttacgtcctgtagaaaccccaacc 3´ (sentido) y 

5´ggggtaccttgtttgcctccctgctg 3´ (anti-sentido) para el gen reportero GUS, y 5-

PESTZmSPMS1 5´ggggtaccagagaactggaagcatatgccgct 3´ (sentido) y 3-PESTZmSPMS1 

5´ ctaggaagctgtaagaatggc 3´ (anti-sentido) para la secuencia PEST del gen ZmSPMS1.  

Después de la amplificación por PCR, ambos productos fueron digeridos con la enzima 

KpnI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) generando extremos cohesivos, los cuales 

posteriormente fueron ligados usando la DNA ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. El producto ligado fue clonado en el 

vector de entrada pCR8/GW/TOPO y subclonado en el vector de expresión pMDC32 

usando la tecnología Gateway.  

Finalmente las construcciones pMDC132-GUS y pMDC32-GUS::PEST fueron usadas 

para la transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens de plantas de A. 

thaliana y monocapas de cebolla.  

 

4.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

La reacción de PCR fue llevada a cabo de acuerdo a las especificaciones del kit 

“HotStar HiFidelity PCR” (QIAGEN®) en un volumen de 50 µL, de la cual, 34 µL de 

agua milliQ, 10 µL de Buffer 5x “HotStar HiFidelity PCR” (contiene dNTp´s), 10 µL 

de solución Q 5x, 1 µL (1µM) de oligonucleótidos y 1 µL “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 15 s a 94°C, [30 s a 66°C (GUS) y 30 s 
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a 60 (PEST)] y 5 m in 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 Transformación mediada por A. tumefaciens 

 

Para la generación de líneas transgénicas de A. thaliana fueron transformadas plantas 

con la cepa GV2260 de A. tumefaciens conteniendo los vectores pMDC132-GUS y 

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 generación F2, de 7 días de edad. 

Para la expresión 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 plásmido recombinante, 50 

mM acetosiringona y 10 mM de MgCl2, por 40 minutos, después las monocapas fueron 

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

 

4.5 Extracción de RNA y síntesis de cDNA de plantas de A. thaliana  

 

La extracción de RNA de plantas de A. thaliana fue llevada acabo usando el reactivo 

Concert (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acuerdo a las indicaciones del fabricante y 

las muestra fueron guardadas a -70 ºC hasta su uso. Para remover el DNA genóm ico del 

RNA, las muestras fueron tratadas con DNasa I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

La síntesis de cDNA fue realizada utilizando la enzima Super Scrip II (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Hasta su uso las 

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

 

Este análisis fue llevado acabo en una reacción de 25 μL, conteniendo 1 μL de cDNA, 

0.5 μL de cada oligonucleótido, 2.5 μL de Buffer 10X, 1.5 μL de 50mM MgCl2, 0.5 μL 

de 10mM dNTPs y 0.5 μL de Taq polimerasa recombinante (Invitrogen Carlsbad, CA, 

USA). El gen de la Ubiquitina 5 fue usado como control de carga. La reacción 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 expresión 

de las construcciones pMDC32-GUS y pMDC32-GUS::PEST en las líneas transgénicas 

de A. thaliana. Los oligonucleótidos empleados fueron los siguientes: 5-GUS  

5´atgttacgtcctgtagaaaccccaacc 3´ (sentido) y 5´cacaaacggtgatacgtacact 3´ (anti-sentido). 

Para el control de carga Ubiquitina 5 los oligonucleótidos usados fueron los siguientes: 

5 FwUBQ5 5´tcgacgcttcatctcgtcctc 3´ (sentido) y RvUBQ5 5g´gatctggaaaggttcagcg 3´ 

(anti-sentido). 

Las condiciones de PCR fueron: 5 min a 94°C; 25 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 60°C 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. 

 

4.7 Western blot  

 

Las plantas de A. thaliana fueron molidas e incubadas en PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM 

KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4, pH 7.3) más 2% (p/v) de 

polivinilpolipirrolidona (PVPP) durante 10 min a 4 ºC. Las muestras se centrifugaron 5 

min a 13,200 rpm y los sobrenadantes se mezclaron con un volumen de solución de 

Laemmli 2X y se hirvieron por 5 minutos.  
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La proteína 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 bloqueó por una hora a temperatura ambiente con leche 

en polvo al 5% diluida en TBST [30 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% (v/v) Triton 

X-100] y posteriormente se incubó toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario anti-

GUS (anti-β-glucuronidase, rabbit IgG fraction, Invitrogen) diluido 1:5000 en TBST. 

La membrana se lavó tres veces con TBST por 15 minutos y se incubó por una hora a 

temperatura ambiente con el anticuerpo secundario [anti-Rabbit IgG (H&L) antibody 

alkaline phosphatase-linked, Cell Signaling] diluido 1:5000 en TBST. La membrana se 

volvió a lavar tres veces con TBST por 15 minutos y se reveló con los reactivos NBT y 

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

 

4.8 Inhibición del proteosoma 26S 

 

Para los ensayos de inhibición del proteosoma 26S y síntesis de proteínas en monocapas 

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

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

con volumen equivalente a la concentración de MG132. 

 

4.9 Análisis histoquímico 

 

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

de tinción (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 imágenes fueron generadas usando un microscopio MOTIC modelo BA-300 

acoplado a una cámara de 5.0 megapixeles y procesaron mediante el software MOTIC 

versión 2.0. 

 

4. 10 Identificación 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 maíz fue empleada para la 

identificación de enzimas SPMS´s y SPDS´s (debido al alto porcentaje de identidad que 

existe entre estas enzimas), mediante un análisis tipo BLAST; en donde fueron 

identificadas 111 secuencias de aminopropil-transferasas (45 SPDS´s y 37 SPMS´s). 

Para la identificación de las tSPMS´s fue utilizada la secuencia de a.a. de la enzima 

tSPMS de A. thaliana, mediante un análisis 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 identificación de las regiones PEST esta secuencias fueron analizadas en el 

programa PEST-FIND (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind), y 

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 parámetros 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 cassava4.1_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 orange1.1g019187m SPDS 

Citrus clementina clementine0.9_014687m  SPDS1 

Eucalyptus grandis Eucgr.H02622.1  SPDS1 

Vitis vinifera GSVIVT01020222001 SPDS2 

Mimulus guttatus mgv1a010658m SPDS 

Sorghum bicolor Sb02g009730.1 SPDS1 

Zea mays  AY103592 SPDS1 

Setaria italica  Si030459m  SPDS1 

Oryza sativa NP912671 SPDS1 

Brachypodium distachyon Bradi1g52557.2  SPDS1 

Physcomitrella patens EDQ82005 SPDS1 

P. patens EDQ78063 SPDS2 

Coffea arabica BAA29033 SPDS1 

Ammopiptanthus mongolicus ABF66657 SPDS 
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Pisum sativum AAD02232 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 cassava4.1_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 orange1.1g017607m SPMS1 

C. sinensis orange1.1g016578m  SPMS2 

Citrus clementina clementine0.9_034330m SPMS 

Eucalyptus grandis Eucgr.A01487.1 SPMS1 

Vitis vinifera CAO69381 SPMS 

Mimulus guttatus mgv1a008990m SPMS 

Aquilegia coerulea Aquca_013_00113.1 SPMS 

Sorghum bicolor Sb10g020570.1 SPMS1 

S. bicolor Sb04g009230.1  SPMS2 

Zea mays AC202893 SPMS2 

Z. mays AAW57523 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 cassava4.1_011466m tSPMS 

Ricinus communis 29739.m003604 tSPMS 

Linum usitatissimum Lus10026457 tSPMS 

Populus trichocarpa  XP_002308531 tSPMS 

Phaseolus vulgaris Phvulv091005177m tSPMS 

Glycine max Glyma14g11320.1 tSPMS 

Cucumis sativus Cucsa.056040.1 tSPMS 

Prunus persica ppa1027209m 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 CAO43870 tSPMS 

Mimulus guttatus mgv1a009135m tSPMS 

Aquilegia coerulea Aquca_020_00530.1 tSPMS 

Sorghum bicolor Sb02g025980.1 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 tSPMSb 

P. patens XP_001762338 tSPMSc 

Chlamydomonas reinhardtii  XP_001696651 tSPMS 
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AtSPDS1   -----------------------------------------------------------MDAKE----TSATDL--KRPREEDDNG----GAATMETE------NGDQKKEPACFSTVIP 45 
AlSPDS1   --MICSVL----RSSLPYIFSFTSHQNHHLSSKTLIPLSHFSEI---------FTRALTMDAKE----SSATDL--KRPREEDDNG----AAATMETE------NGDQKKEPACFSTVIP 89 
CarSPDS1  --MIFSVIGRISKSSASYIFRFTSHQNHN-PTKTLIPLSHFS----------------TMDAKE----SSATDL--KRPREEDDNGSPAAAVASMETE------NGDQTKEPACFSTVIP 89 
BrpSPDS1  -----------------------------------------------------------MDAKE----ASATDL--KRPREEDDAA---AAAASMETE------NGDQTKEPACFSSVIP 46 
ThhSPDS1  MKLIFSILHRISTSPSSYIFRFTSHQ--NKPTKTLIPLSRFSFSRSVVCSLPKLITRATMDAKD----ASASDL--KRPREEDEFA----AAASMETDNSAPSANGDQTKEPACFSSVIP 108 
AlSPDS2   ----------------------------------------------------------MSSTQE----ASVTDLPVKRPREAEEDN----NGAAMETEN-----GGGEIKEPSCMSSVIP 49 
AtSPDS2   ----------------------------------------------------------MSSTQE----ASVTDLPVKRPREAEEDN----NGGAMETEN-----GGGEIKEPSCMSSIIP 49 
MaeSPDS1  -----------------------------------------------------------MAEEG---VAVSNDLPVKRPREDGENV---PS-PTTVVMETEGNAENNNS-NNDHISSVIP 53 
RicSPDS   -----------------------------------------------------------MAEEETVAVVSNNDLPVKRPREDELEI---ENGVSSATTAVAMDTEGNTS-NSDYISSVIP 57 
PtSPDS1   -----------------------------------------------------------MAEES-----VVTDLPVKRPREDE------ENGASAATEAMETETN-----NNDYISSVIT 45 
PtSPDS2   -----------------------------------------------------------MAEES-----FVGDLPVKRPREDE------ENGAFAATEAMETETN-----SSDYISSVIP 45 
LisSPDS   -----------------------------------------------------------MTQET---VATSTDLPVKRPREED------DNAASAAAADEAMETDSAAENGTPNVSTVIP 52 
MdSPDS1   -----------------------------------------------------------MADES---VAGSADFPVKRPREEE------ENGSAAAASAVSMEPDGGKE--PDSVSAVIP 50 
EugSPDS1  -----------------------------------------------------------MAEEG---AVGCADLPVKRPREEE------ENG-AVAAPDVTMEAAVDSGS-GGAMPSVIP 50 
PhvSPDS2  -----------------------------------------------------------MAAENN-NVVQFSDLPVKRPREEE-------QDGGGNGVP-DTLSKLPN---HAGLSAVIP 49 
GlmSPDS2  -----------------------------------------------------------MAAEN---VVEFTDLPVKRPREEE-------EEEQTNGVSNDAVSTLPNDPQYPGISAVIP 51 
GlmSPDS1  -----------------------------------------------------------MADES------VVESPVKRQRDDG-------EE---NGVSVSMDAEGGKDPLSNGLSSVIP 45 
HynSPDS1  -----------------------------------------------------------MEVTN------QSNGCSNNEKESP------------------------------YISSVLP 25 
PpSPDS1   -----------------------------------------------------------MALGR-------GDDEQAAPESGR-------NAAELIAQDN---AAPAPSTARANLSSIMP 44 
AtSPMS    -----------------------------------------------------------MEGDVGIGLVCQNTMDGKASNGNG--------LEKTVPSCCLKAMACVPEDDAKCHSTVVS 53 
                                                                                         .                                   .:::. 
 
AtSPDS1   GWFSEMSP---------------MWPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASIEQIDMC 150 
AlSPDS1   GWFSEMSP---------------MWPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASVEQIDMC 194 
CarSPDS1  GWFSEMSP---------------MWPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHPSVEHIDMC 194 
BrpSPDS1  GWFSEMSP---------------MWPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASVEQIDMC 151 
ThhSPDS1  GWFSEMSP---------------MWPGEAHSLKVEKVLFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASVEQIDMC 213 
AlSPDS2   GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSISNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC 154 
AtSPDS2   GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSISNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC 154 
MaeSPDS1  GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIVIC 158 
RicSPDS   GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPQKVLVIGGGDGGVLREVARHSSIDHIDIC 162 
PtSPDS1   GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIANPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC 150 
PtSPDS2   GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIVNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEQIDIC 150 
LisSPDS   GWFSEMSP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLSSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVGRHSSVEQIDIC 157 
MdSPDS1   GWFSEISS---------------MWPGEAHSLKIEKILFQGKSDYQNVMVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARYSSVEKIDIC 155 
EugSPDS1  GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVEHIDIC 155 
PhvSPDS2  GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFEGKSEYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHSSVEKIDIC 154 
GlmSPDS2  GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSISNPKKVLVIGGGDGGVLREVARHASVEKIDIC 156 
GlmSPDS1  GWFSEISA---------------MWPGEAHSLKVEKILFQGKSEYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVIREVARHSSVEKIDIC 150 
HynSPDS1  GWFSEISP---------------LWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVEQIDIC 130 
PpSPDS1   GWFSEISP---------------MWPGEAHSLKVEKFLFEGKSDYQDVVVFESATYGRVLVLDGVIQLTQRDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVVGGGDGGVLREIARHKSVEQIDIC 149 
AtSPMS    GWFSEPHPRSGKKGGKAVYFNNPMWPGEAHSLKVEKVLFKDKSDFQEVLVFESATYGKVLVLDGIVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSISSPKNVLVVGGGDGGVLREISRHSSVEVIDIC 173 
          *****  .               :*********:**.**:.**::*:*:**:*:***:******::***::*********:****.** .*::***:*******:**:.*: *:: * :* 
 
AtSPDS1   EIDKMVVDVSKQFFPDVAIGYEDPRVNLVIGDGVAFLKNAAEGSYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFQSVARALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY 270 
AlSPDS1   EIDKMVVDVSKQFFPDVAIGYEDPRVNLVIGDGVAFLKNAAEGSYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFQSVARALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVANCREIFKGSVNYAWTSVPTY 314 
CarSPDS1  EIDKMVVDVSKQFFPDVAIGYEDPRVNLVIGDGVAFLKNAAEGSYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFQSVARALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY 314 
BrpSPDS1  EIDKMVVDVSKQFFPNVAIGFEDPRVNLVIGDGVAFLKNAAEGSYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFQSVARALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY 271 
ThhSPDS1  EIDKMVVDVSKQFFPNVAIGYEDPRVNLVIGDGVAFLKNAAEGSYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFQSVARALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY 333 
AlSPDS2   EIDKMVVDVAKQYFPNVAVGYEDPRVNLIIGDGVAFLKNAAEGTYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFESVNRALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVSNCREIFKGSVNYAWTSVPTY 274 
AtSPDS2   EIDKMVVDVAKQYFPNVAVGYEDPRVNLIIGDGVAFLKNAAEGTYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFESVNRALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVSNCRDIFKGSVNYAWTSVPTY 274 
MaeSPDS1  EIDQMVVDVSKEFFPDIAVGYEDPRVTLHVGDGVAFLKDVPAGTYDAIIVDSSDPIGPAKELFEKPFFESVAKALRPGGVVCTQAESIWLHMHLIEDIVANCRQVFKGSVNYAWTTVPTY 278 
RicSPDS   EIDKMVIDVSKEFFPDIAVGYEDPRVTLHVGDGVAFLKNSPAGTYDAIIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESVARALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIEDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 282 
PtSPDS1   EIDKMVVDVSKKFFPDVSVGYEDPRVSLHIGDGVAFLKAVPEGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESVAKALRPGGVVSTQAESIWLHMNIIEDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 270º 
PtSPDS2   EIDKMVVDVSKKFFPDVAIGYEDPRVTLRVGDGVAFLKAVPEGTYDAIIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESVAKALRPGGVVSTQAESIWLHMNIIEDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 270 
LisSPDS   EIDKMVVDVSKQFFPKVAIGYEDPRVNLHIGDGVAFLNAVPEGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFQSVANALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIEDIVINCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 277 
MdSPDS1   EIDKMVIDVSKQFFPEVAIGYEDPRVTLHVGDGVAFLKAVPAGTYDAVIVDSSDPIGPAKELFEKPFFQTVANALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIEDIVANCREIFKGSVNYAWTTVPTY 275 
EugSPDS1  EIDKMVVDVSKQFFPDVAVGYDDPRVNLHIGDGVAFLKAVPEGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFQSVARALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIEDIVSNCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 275 
PhvSPDS2  EIDKMVVDVSKQFFPDVSVGFEDPRVTLNIGDGVAFLKAVEEGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFNSVARALRPGGVMCTQAESIWLHMDIIEGIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 274 
GlmSPDS2  EIDKMVVDVSKQFFPDIAVGFEDPRVTLTVGDGVAFLKNVPEGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFASVAKALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIEDIVANCRQIFKGSINYAWTTVPTY 276 
GlmSPDS1  EIDKMVVDVSKQYFPDVAVGYDDPRVTLHIGDGVAFLKEVPEGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFASVAKALCPGGVVCTQAESIWLHMDIIEDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 270 
HynSPDS1  EIDKMVVEVAKEFFPDVAVGYEDPRVNLHIGDGVAFLKNVPAGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESIARALRPGGVVSTQAESIWLHMHIIEEIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY 250 



 37 

PpSPDS1   EIDKLVVDVAKEFFPDVAVGFEDPRVNLHIGDGVAFLKAVPEGTYDAIIVDSSDPVGPAQALFERPFYKTLDRALRPGGVICTQAESLWLHMPIIKDIVGACRHTFKGSINYAWTSVPTY 269 
AtSPMS    EIDKMVIDVSKKFFPELAVGFDDPRVQLHIGDAAEFLRKSPEGKYDAIIVDSSDPVGPALALVEKPFFETLARALKPGGVLCNMAESMWLHTHLIEDMISICRQTFK-SVHYAWSSVPTY 292 
          ***::*::*:*::**.:::*::**** * :**.. **.    *.***:*******:***  *.*:**: :: .** ****:.. ***:***  :*: ::  **. ** *::***::**** 
 
 
AtSPDS1   P---------SGVIGFMLCSTEGPDVDFKHPLNPID--ES-SSKSNGPLKFYNAEIHSAAFCLPSFAKKVIESKAN-------------------------------------------- 334 
AlSPDS1   P---------SGVIGFMLCSTEGPDVDFKHPLNPID--ES-SSKSNGPLKFYNAEIHSAAFCLPSFAKKVIESKAN-------------------------------------------- 378 
CarSPDS1  P---------SGVIGFMLCSTEGPDVDFKHPLNPID--ES-SSKSNLPLKFYNAEIHSAAFCLPSFAKKVIDSKAN-------------------------------------------- 378 
BrpSPDS1  PRHVSLPFNIHGVIGFMLCSTEGPDVDFKNPVNPID--DS-SSKSDAPLKFYNAEIHSAAFCLPSFAMKVIESKAN-------------------------------------------- 344 
ThhSPDS1  P---------SGVIGFMLCSTEGPDVDFKHPVNPID--ES-SSKSNGPLKFYNAEIHSAAFCLPSFAKKVIESKAN-------------------------------------------- 397 
AlSPDS2   P---------SGVIGFMLCSTEGPHVDFKKPVNPIDADES-SSKSHGPLKFYNAEIHSAAFCLPSFAKKVIDSKAN-------------------------------------------- 340 
AtSPDS2   P---------SGVIGFMLCSSEGPQVDFKKPVSLIDTDES-SIKSHCPLKYYNAEIHSAAFCLPSFAKKVIDSKAN-------------------------------------------- 340 
MaeSPDS1  P---------SGVIGFMLCSTEGPAVDFKHPVNPIDAD-D-DNSR-RPMKFYNSEIHTAAFCLPSFAKKVIDSKAK-------------------------------------------- 342 
RicSPDS   P---------SGVIGFMLCSTEGPSVDFKHPVNPIDAK-D-SKST-RPLKFYNSEIHSAAFCLPSFAKKVIDAKAK-------------------------------------------- 346 
PtSPDS1   P---------SGMIGFMLCSTEGPAVDFKHPVNPIDSN-D-SQSKSKPLKFYNSELHTAAFCLPSFAKKVIDSKAK-------------------------------------------- 335 
PtSPDS2   P---------SGMIGFMLCSTEGPPVDFKHPVNPIDVD-D-SQRKSKPLKFYNSELHTAAFCLPSFAKKVIDSGAE-------------------------------------------- 335 
LisSPDS   P---------SGVIGFMLCSTEGPSVDFKNPASSIDMNTD-YNKARGPLKFYNSEIHAAAFCLPAFAKKVIESKAK-------------------------------------------- 343 
MdSPDS1   P---------SGVIGFMLCSTEGPAVDFKHPVNSIDE-------SKRPLRFYNSEIHTAAFCLPSFAKKVIDAKAKVDPDWDYWSCSSDMNSPDIKSFVWRNMNIICRFGVCQTVVDDDF 379 
EugSPDS1  P---------SGVIGFMLCSTEGPPVDFKHPVNPIDADGA-LSKTRRPLKFYNSEIHTAAFCLPSFAKKVIDAKAS-------------------------------------------- 341 
PhvSPDS2  P---------SGMIGFMLCSTEGPTVDFKNPVYSIDED-D-KQ-STRPLKFYNSEIHSAAFCLPSFAKRAIGSKAN-------------------------------------------- 338 
GlmSPDS2  P---------SGMIGFMLCSTEGPLVDFKHPVNPINEN-D-SQ-QSRPLKFYNSEIHTAAFCLPSFAKRKIGSKTN-------------------------------------------- 340 
GlmSPDS1  P---------SGMIGFMLCSTEGPPVDFKHPVNPIDEN-E-SQKSVRPLKFYNSEIHTAAFCLPSFAKRKISSKAN-------------------------------------------- 335 
HynSPDS1  P---------SGMIGFMLCSTEGPAVDFKNPINPIDDE-S-GPKTIAPLKFYNSEIHQASFCLPSFAKRVIESKGK-------------------------------------------- 315 
PpSPDS1   P---------SGVIGFMLCSTAGPAVNFRKPCNPIDQAVDPNHYSKRPLKFYNSAMHEAAFSLPQFAREELEHLLTPPPTS--------------------------------------- 341 
AtSPMS    P---------SGVIGFVLCSTEGPAVDFKNPINPIEKLDG-AMTHKRELKFYNSDMHRAAFALPTFLRREVASLLAS------------------------------------------- 359 
          *          *:***:***: ** *:*::*   *:            :::**: :* *:*.** *  . :                                                  
 
AtSPDS1   --------------------------------------------------- 
AlSPDS1   --------------------------------------------------- 
CarSPDS1  --------------------------------------------------- 
BrpSPDS1  --------------------------------------------------- 
ThhSPDS1  --------------------------------------------------- 
AlSPDS2   --------------------------------------------------- 
AtSPDS2   --------------------------------------------------- 
MaeSPDS1  --------------------------------------------------- 
RicSPDS   --------------------------------------------------- 
PtSPDS1   --------------------------------------------------- 
PtSPDS2   --------------------------------------------------- 
LisSPDS   --------------------------------------------------- 
MdSPDS1   INFLHQALPFAVVEVNHEDNPLHHIHDAENPNMSNNSIPSSTACKKQARPS 430 
EugSPDS1  --------------------------------------------------- 
PhvSPDS2  --------------------------------------------------- 
GlmSPDS2  --------------------------------------------------- 
GlmSPDS1  --------------------------------------------------- 
HynSPDS1  --------------------------------------------------- 
PpSPDS1   --------------------------------------------------- 
AtSPMS    --------------------------------------------------- 

Figura suplementaria 1. Alineamiento múltiple 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 proteína indican los a.a. que comprenden la región PEST. La sección subrayada en la espermina sintasa de Arabidopsis thaliana 

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

idénticos entre las secuencias son marcados con asteriscos y la sustitución de a.a. son marcadas con puntos. 
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OsSPMS2   MEGGGARNGSTTGAARTGGSGGDAAAGGGGGSAGNGKPLPPCCVKARAAAPESEAKCHATVVSGWFTEPRSRGGKTS-KVQYYNNPMWP------------------GEAHSLKVEKILY 101 
BrdSPMS2  MEGGDARNGS-TGTSPIKGSGDDGPA----------KPLPPCCVKARAAAPESEAKCHATVVSGWFTEPRSRCGKTS-KVQYYNNPMWP------------------GEAHSLKVEKILY 90 
ZmSPMS2   MEAGGAGSGL-NGAVQAKGTGADDGS---------AKRLPPCCVKARAAAPESEARCHATVVSGWFTEPRSRCGKAS-KVQYYNNPMWP------------------GEANSLKVEKILY 91 
SeiSPMS2  MEGGGAGNGL-TGTAQTKGSGGD-GS---------AKPLPPCCVKARAAAPESEAKCHATVVSGWFTEPRSRCGKAS-KVQYYNNPMWP------------------GEAHSLKVEKILY 90 
SobSPMS1  MEVGDARNGS-AAAAQTKGSADDAAR----------KPLPPCCVKAKAGVPESEAKCHDTVVSGWFTEPRSRFGKTS-KVQYFNNPMWP------------------GEAHSLKVEKILF 90 
ZmSPMS1   MEVGDARNGS-AAAALTKGGADDAAR----------KPLPPCCVKAKARVPETEANCHDTVVSGWFTEPRSRFGKTS-KVQYFNNPMWP------------------GEAHSLKVEKILF 90 
SeiSPMS1  MEAGDAGNGS-AAAAQIKGSGDDAAH----------KPLPPCCVKVKAGVPESEAKCHDTVVSGWFTEPRSRFGKTS-KMQYYNNPMWP------------------GEAHSLKVEKILY 90 
CisSPMS2  MEGGEGKGLGCQKTMDGKESNKNGSA----------GAIPSCCLKARASAPELDAKCHSTVVSGWFSESQSTSDKTG-KTMYFNNPMWPAYRLLHHVCSICCSCSFAGEAHSLKVKEILF 109 
CicSPMS   MEGGEGKGLGCQKTMDGKESNKNGSA----------GAIPSCCLKARASAPELDAKCHSTVVSGWFSESQSTS----------------------------------------------- 63 
CisSPMS1  MEGGEGKGLGCQKTMDGKESNKNGSA----------GAIPSCCLKARASAPELDAKCHSTVVSGWFSESQSTSDKTG-KTMYFNNPMWP------------------GEAHSLKVKEILF 91 
CusSPMS2  MEDVTGKSLECQKIMDGKVTNGNGRE----------KVIPSCCLKAKTSDPELEAQCHSTVVSGWFSEFQSGSDKAC-KKLYFNNPMWP------------------GEAHALEVENILF 91 
AtSPMS    MEGDVGIGLVCQNTMDGKASNGNGLE----------KTVPSCCLKAMACVPEDDAKCHSTVVSGWFSEPHPRSGKKGGKAVYFNNPMWP------------------GEAHSLKVEKVLF 92 
          **   . .              :               :*.**:*. :  ** :*.** *******:* :.                                                  
 
OsSPMS2   QGKSPYQEVLVFESSTYGKVLVLDGIVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSIPSPKKVLVIGGGDGGVLREICRHGSVESIDICEIDQLVIDVCKDFFPDLSVGFKDPRVRLHVGDAVEFLRN 221 
BrdSPMS2  QGKSLYQEVLIFESLTYGKVLVLDGIVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSITSPKRVLVIGGGDGGVLREISRHDSVESIDICEIDQLVIDVCKDYFPDLSVGFKDPRVRLHVGDAVEFLKN 210 
ZmSPMS2   QGKSLYQEVLVFESSTYGKVLVLDGIVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSIPSPKKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVESIDICEIDQLVIDVCKDFFPHLSVGFQDPRVQLHVGDAVEFLRN 211 
SeiSPMS2  QGKSPYQEVLVFESTTYGKVLVLDGIVQLTDKDECAYQEMITHLPLCSIPSPKKVLVIGGGDGGVLREISRHSSVESIDICEIDQLVIDVCKDFFPHLSVGFEDPRVQLHVGDAVEFLRN 210 
SobSPMS1  QGKSPYQEILVFESSTYGNVLVLDGIVQLTDKDECAYQEMVTHLPLCSIPAPKNVLVVGGGDGGVLREIARHDSVDTIDICEIDQLVIDVCKEFFPNISIGYKDPRVRLHVGDAVDFLRN 210 
ZmSPMS1   QGKSPYQEILVFESSTYGNVLVLDGIVQLTDKDECAYQEMVTHLPLCSIPAPKNVLVVGGGDGGVLREIARHDSVETIDICEIDQLVIDVSKEFFPNLSIGFKDPRVRLHVGDAVDFLRN 210 
SeiSPMS1  QGKSPYQEILVFESSTYGNVLVLDGIVQLTDKDECAYQEMVTHLPLCSIPSPKNVLVVGGGDGGVLREIARHDSVETIDICEIDQLVIDVCKEFFPNLSIGYKDPRVRLHVGDAVDFLRN 210 
CisSPMS2  KGKSEYQEVLVFESLAYGKVLVLDGIVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKTVLVVGGGDGGVLREISRHDSVELIDICEIDKMVIDVSKKYFPELAVGFEDPRVRLHIGDAVEFLRQ 229 
CicSPMS   -------VIGIWESACF------DGIVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKTVLVVGGGDGGVLREISRHDSVELIDICEIDKMVIDVSKKYFPELAVGFEDPRVRLHIGDAVEFLRQ 170 
CisSPMS1  KGKSEYQEVLVFESLAYGKVLVLDGIVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKTVLVVGGGDGGVLREISRHDSVELIDICEIDKMVIDVSKKYFPELAVGFEDPRVRLHIGDAVEFLRQ 211 
CusSPMS2  KGKSEYQEVMVFESASYGKVLVLDGIVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSIPSPKSVLVVGGGDGGVLREISRHDSVEHIDICEIDQMVIDVSKKCFPQLAVGFEDPRVHLHVGDAVEFLRN 211 
AtSPMS    KDKSDFQEVLVFESATYGKVLVLDGIVQLTEKDECAYQEMIAHLPLCSISSPKNVLVVGGGDGGVLREISRHSSVEVIDICEIDKMVIDVSKKFFPELAVGFDDPRVQLHIGDAAEFLRK 212 
                  : ::**  :      *******:*********::*******.:** ***:**********:.**.**: *******::****.*. **.:::*:.****:**:***.:**:: 
 
OsSPMS2   APEGTYDAIIVDSSDPIGPAQELVEKPFFDTIARALRPGGVLCNQAESMWLHTHLIQDMLSICRETFKGSVHYAWTSVPTYPSGVIGFLLCAKEGPPVNFLTPANPIEKLEGAMEAGRDI 341 
BrdSPMS2  SPEGTYDAIIVDSSDPIGPAQELVEKPFFETIARALRPGGVLCNQAESMWLHTHLIQDMLSICRETFKGSVHYAWTSVPTYPSGAIGFLLCAKEGPPVNFLTPINPIEKLEGAMKAGRDI 330 
ZmSPMS2   APEGTYDAIIVDSSDPIGPAQELVEKPFFDTIARALRPGGVLCNQAESMWLHTHLIQDMLSICRETFKGSVRYAWTSVPTYPSGVIGFLLCAKEGPLVNFLTPINPIEKLEGATKAGREI 331 
SeiSPMS2  APEGTYDAIIVDSSDPIGPAQELVEKPFFDTIARALRPGGVLCNQAESMWLHTHLIQDMLSICHETFKGSVHYAWTSVPTYPSGVIGFLLCAKEGPPVNFLTPINPIEKLEGATEAGREI 330 
SobSPMS1  SPEGKYDAIIVDSSDPIGPAQALVEKPFIQTIARALKPGGVLCNLAESMWLHTHLIQDMLAICRQTFKGAVHYAWTSVPTYPSGVIGFLLCAKEGREVNFLSPVNPIEKIG-AGKAGREL 329 
ZmSPMS1   SPEGKYDAIIVDSSDPIGPAQALVEKPFIQTIARALKPGGVLCNLAESMWLHTHLIQDMLAICRQTFKGAVHYAWTSVPTYPSGVIGFLLCAKEGRAVNFLTPANPIEKIEGAAKAGREL 330 
SeiSPMS1  SPEGKYDAIIVDSSDPIGPAQALVEKPFFQTIARALKSGGVLCNLAESMWLHTHLIQDMLAICRQTFKGAVHYAWTSVPTYPSGVIGFLLCAKEGRPVNFLTPVNPIEKIQGATKAGKEL 330 
CisSPMS2  VPRGKYDAIIVDSSDPVGPAQELVEKPFFDTIAKALRPGGVLCNMAESMWLHTHLIEDMISICRETFKGSVHYAWASVPTYPSGIIGFLICSTEGPHVDFVNPINPIEKLEGADKHKREL 349 
CicSPMS   VPRGKYDAIIVDSSDPVGPAQELVEKPFFDTIAKALRPGGVLCNMAESMWLHTHLIEDMISICRETFKGSVHYAWASVPTYPSGIIGFLICSTEGPHVDFVNPINPIEKLEGADKHKREL 290 
CisSPMS1  VPRGKYDAIIVDSSDPVGPAQELVEKPFFDTIAKALRPGGVLCNMAESMWLHTHLIEDMISICRETFKGSVHYAWASVPTYPSGIIGFLICSTEGPHVDFVNPINPIEKLEGADKHKREL 331 
CusSPMS2  GKQGKYDAIIVDSSDPVGPAQELVEMPFFRMIAQALRPGGVLCNMAESMWLHTHLIQDMISICRQTFK-DVHYAWTSVPTYPSGVIGFLLCSTEGPKVDFSNPVNPIENVG-HPKSKREL 329 
AtSPMS    SPEGKYDAIIVDSSDPVGPALALVEKPFFETLARALKPGGVLCNMAESMWLHTHLIEDMISICRQTFK-SVHYAWSSVPTYPSGVIGFVLCSTEGPAVDFKNPINPIEKLDGAMTHKREL 331 
            .*.***********:***  *** **:  :*:**:.****** ***********:**::**::***  *:***:******** ***::*:.**  *:* .* ****::       ::: 
 
OsSPMS2   RFYNSEMHRAAFVLPTFARRELEAYCT---TVEREQQEETTAEPLKMNIMPNSEILTAS 397 
BrdSPMS2  RFYNSEMHRAAFVLPTFAKRELEAYCG---SSRREQPEEKSAEQAKITIEPHSEFLTAS 386 
ZmSPMS2   RFYNSEMHRAAFVLPTFARRELEAYCV---STETEQAEETPAAPLKLTLASRSEIFATS 387 
SeiSPMS2  RFYNSEMHRAAFVLPTFVKKELEAYCA---STEREQPEETAATAPKISVASKSEILTAS 386 
SobSPMS1  RFYNSEIHRAAFVLPTFVRRELESYATPSTYAENEKPKESVSEPQKIKILSNNAILTAS 388 
ZmSPMS1   RFYNSEIHRAAFVLPTFVRRELEAYTTPISSAENEKPKESVSEPQKIKILSNNAILTAS 389 
SeiSPMS1  RFYNSEIHRAAFVLPTFVRRELESYTTPSTSNEKEKPKESVSKSQKIKILPNNAIVTAS 389 
CisSPMS2  RFYNSEIHSAAFALPAFLKREVSVLGD------------SPTPSQRICVS--------- 387 
CicSPMS   RFYNSEIHSAAFALPAFLKREVSVLGD------------SPTPSQRICVS--------- 328 
CisSPMS1  RFYNSEIHSAAFALPAFLKREVSVLGD------------SPTPSQRICVS--------- 369 
CusSPMS2  KFYNSEMHSAAFALPSFLKREVQALND------------APASGKNGCISS-------- 368 
AtSPMS    KFYNSDMHRAAFALPTFLRREVASLLA------------S------------------- 359 
          :****::* ***.**:* ::*:   
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Figura suplementaria 2. Alineamiento múltiple 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 región PEST de cada proteína. Las secuencias más largas hacia el extremo C-terminal, son las SPMS´s de 

especies monocotiledóneas y de los árboles del genero Citrus. Los residuos idénticos entre las secuencias son marcados con asteriscos y 

la sustitución de a.a. son marcadas con puntos. 
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MaetSPMS  ---------MGEAVEIIYTN---GF-SKLC-----------SQPTHPNLDQSSSWYEETIDDDLKWSFALNSVLHKGTSEFQDIALLDTKRFGKVLVIDGKMQSAEVDEFIYHECLIHPS 96 
AttSPMS   ---------MGEAVEVMFGN---GF-PEILKATSP------TQTLHSNQ-QDCHWYEETIDDDLKWSFALNSVLHQGTSEYQDIALLDTKRFGKVLVIDGKMQSAERDEFIYHECLIHPA 100 
SobtSPMS  ----MLGAVPAEALPLPRDASSKGYGAKHLQPPLP------PPKQQPDVEAESGWFEEEIDDDFKLCYALNSVLHRGASKYQEIVLIDTKHFGKALIIDGKMQSTEMDEFIYHESLIHPP 110 
PrptSPMS  MLSFLCAALMVLYVPLPPEDHFSEFELIPEEDNYQ------NPPTGNDQQQHAEWFEEQLEADLKWSFALNGVLHAATSEFQDIVLLDTKRFGKALVIDGKLQSAERDEFIYHECLVHPA 114 
PptSPMSa  ----MVECFEVECSNAAYGNGTSRQTAVSNGASHQSSVTKTVLPAEAEHKKRCLWFEEELEEDLRWVFGVSKILHTGVSEFQDIELVESGPFGKVLILDGKLQSAEADEFVYHESIVHAA 116 
                                                         :    . *:** :: *::  :.:. :** ..*::*:* *:::  ***.*::***:**:* ***:***.::*.. 
 
MaetSPMS  LLCHPLPRNVFIMGGGEGSAAREALKHNSIEKVVMCDIDQEVVNFCRTYLTVNQDAFCNKKLNLVINDAKAELEKRTDKFDIIIGDLADPVEGGPCYQLYTKSFYEQILKPKLNDNGIFV 216 
AttSPMS   LLFHPNPKTVFIMGGGEGSAAREILKHTTIEKVVMCDIDQEVVDFCRRFLTVNSDAFCNKKLELVIKDAKAELEKREEKFDIIVGDLADPVEGGPCYQLYTKSFYQNILKPKLSPNGIFV 220 
SobtSPMS  MLFHPNPKTVFIMGGGEGSAAREVLRHNTVQRVVMCDIDQEVVDFCRTYLTVNRQAFSSEKLCLIINDARAELEKSKDRFDVIVGDLADPVEGGPCYQLYTKSFYELIVKPKLNDLGIFV 230 
PrptSPMS  LLLHDNPKTIFIMGGGEGSTARESLKHKDVEKVIMCDIDRMVVDFCREHLTENQEAFRDDKLHIVFNDAKAELEKTEEKFDVIVGDLPDPIEGGPCNDLYTKPFYEQVIKPHLKDNGIFV 234 
PptSPMSa  LLYHPNPKNVFIMGGGEGSTAREALKHRSVEKVVMCDIDEEVVNFCRKHLTVNAEAFRSKRLDLIINCARAELEKKTEKFDIIVGDLADPVAGGPCYQLYTKSFYERVLKPSLKDGGILV 236 
          :* *  *:.:*********:*** *:*  :::*:*****. **:*** .** * :** ..:* :::: *:*****  ::**:*:***.**: **** :****.**: ::** *.  **:* 
 
MaetSPMS  TQAGPAGIFTHKEVFSSIYNTIKQVFKYVVAYSAHVPSFADTWGWVM------------ASDQPFS-IDAEEIDRRIEERIEG-ELLYLNGAAFISSATLNKTVSLSLLNETHVYTEDDA 322 
AttSPMS   TQAGPAGIFTHKEVFTSIYNTMKQVFKYVKAYTAHVPSFADTWGWVM------------ASDHEFD-VEVDEMDRRIEERVNG-ELMYLNAPSFVSAATLNKTISLALEKETEVYSEENA 326 
SobtSPMS  TQAGPAGVLTHKQVFSSIYNTLRHVFKYVQAYTAHVPSFADTWGWVMFPAVWLIMIAFQASDHPFD-LTARQINERISDRIEGGELAYLSGEFFISSTTLNKSVHQSLLNETHVYTEDDA 349 
PrptSPMS  TQAGLAGILSHKDIFTSIYNTIKHVFKYVIAYTAHVPSYADSCGWVL------------ASDEPLK-LDVEQLNSRIQERIRG-DLLYLDGASIVSSTVVNKMICTSLLKETQVLTGENV 340 
PptSPMSa  TQGGPAGILTHTEVYSSIYNTLRQTFKYVVPYAAHVPSYADTWGWIM------------ASDEPIPTISAETTDNRIKERIDG-ELKFLDGQTLSAAIALNKHVRRSLAAERHVYTEETA 343 
          **.* **:::*.::::*****:::.**** .*:*****:**: **::            ***. :  : .   : **.:*: * :* :*..  : :: .:** :  :*  * .* : : . 
 
MaetSPMS  RFIPGHGLGYRN--- 334 
AttSPMS   RFIHGHGVAYRHI-- 339 
SobtSPMS  RFIYGHGRACHAVSS 364 
PrptSPMS  RFVYGHGLTKNAEE- 354 
PptSPMSa  RFIHGHGTALKN--- 355 
          **: ***   .     

 
Figura suplementaria 3. Alineamiento múltiple 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 región PEST. Los residuos idénticos entre las secuencias son marcados con asteriscos y la sustitución de a.a. 

son marcadas con puntos. 
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