INSTITUTO POTOSINO DE INVESTIGACION
CIENTIFICA Y TECNOLOGICA, A.C.

POSGRADO EN CIENCIAS EN BIOLOGIA MOLECULAR

Caracterizacion funcional del uORF
del gen poliamino oxidasa-2 (PAO2)
de Arabidopsis thaliana

Tesis que presenta

M. en C. Maria de la Luz Guerrero Gonzalez

Para obtener el grado de:

Doctora en Ciencias en Biologia Molecular

Director de Tesis:

Dr. Juan Francisco Jiménez Bremont

San Luis Potosi, S.L.P., Febrero de 2014






Créditos Institucionales

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Biologia Molecular de
Hongos y Plantas de la Division de Biologia Molecular del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, A.C., bajo la direccion del Dr. Juan

Francisco Jiménez Bremont.

Durante la realizacion del trabajo la autora recibié una beca académica del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (No. de registro 234965) y del Instituto

Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, A. C.






Hoja para colocar la copia del acta de examen



Dedicatorias

A mis bevmanas Ely 4 Rocio

A Pable

Stn wstedes este na habria sido posible



Agradecimientos

Mi mas profundo y sincero agradecimiento al Dr. Juan Francisco Jiménez
Bremont, director de esta investigacion, de quien admiro su genialidad y avidez
por el conocimiento. Gracias por brindarme la oportunidad de formar parte de su

laboratorio, por su orientacion y ayuda para la realizacion de esta tesis.

A la Dra. Margarita Rodriguez y Dominguez Kessler, por su esfuerzo y dedicacion,
quien con su experiencia y conocimientos me ayudo a escribir mi trabajo de

investigacion y sobre todo gracias por su amistad.

Al Dr. Sergio Casas Flores, al Dr. Samuel Lara Gonzdlez y a la Dra. Catalina
Arenas Huertero por aceptar ser parte de mi comité tutoral, por su tiempo y sus

atinadas sugerencias a mi trabajo de tesis.
A Pablo Delgado, por sus palabras de aliento y por darme la mano cuando sentia
que el camino se terminaba. Gracias por su carifio y la inmensa confianza que en

mi tiene.

Gracias a mi familia que supo comprender mi ausencia, son mi fortaleza y ganas

de seguir.

Gracias de todo corazén a Azucena, Fatima, Silvia y Jorge por sus consejos,

amistad y por las experiencias compartidas.

A la M. en C. Alicia Becerra Flora, por el apoyo técnico brindado para el desarrollo

de esta tesis.

Vi



Contenido
Constancia de aprobacion de la tesis
Créditos institucionales
Acta de examen
Dedicatorias
Agradecimientos
Lista de figuras
Anexos
Abreviaturas
Resumen

Abstract

l.  Introduccion
1.1 El metabolismo de las poliaminas
1.2 La biosintesis de las poliaminas

1.3 Los papeles fisioldgicos de las poliaminas

1.4 La regulacion de los niveles intracelulares de las poliaminas

1.4.1 La regulacién de la biosintesis de las poliaminas

1.4.1.1 La Ornitina descarboxilasa

1.4.1.2 La Arginina descarboxilasa

1.4.1.3 La S-adenosilmetionina descarboxilasa

1.4.1.4 La Espermidina sintasa y la Espermina sintasa

1.4.2 El catabolismo de las poliaminas

1.5 La regulacion de la traduccion

Vi

Xi
Xii

Xiii

AN

11
11
13
13
18



Objetivo

Capitulo I. EI uORF, un mecanismo regulatorio de la poliamino

oxidasa-2 de Arabidopsis thaliana.

Discusién

Referencias bibliogréficas

viii

24
25

43
48



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Lista de figuras
Estructura quimica de las poliaminas mas comunes.
La ruta de la biosintesis de las poliaminas.
Rutas catabdlicas de las poliaminas.

Representacion de los complejos ribosomales implicados
en el inicio de la traduccién.

Un modelo hipotético del mecanismo de regulacién mediado
por el uUORF de AtPAO2.

15
19

47



1. Materiales y métodos

Anexos

64



Abreviaturas

ADC Arginina descarboxilasa

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario
DAO Diamino oxidasa

DAP 1,3 diaminopropano

DNA Acido desoxirribonucleico

elF Factor de iniciacion eucariético

GUS B-glucosidasa

MGBG Metilglioxal bis(guanilhidrazona)
MRNA Acido ribonucleico mensajero

MS Medio nutritivo Murashine y Skood
oDC Ornitina descarboxilasa

ORF Marco de lectura abierta

PA Poliamina

PAO Poliamino oxidasa

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
Put Putrescina

RNA Acido ribonucleico

RT-PCR Transcripcidn reversa de reaccion en cadena de la polimerasa
SAMDC S-adenosilmetionina descarboxilasa
Spd Espermidina

SPDS Espermidina sintasa

Spm Espermina

SPMS Espermina sintasa

TSpm Termoesperimina

uORF Marco de lectura abierta rio arriba

UTR Region no traducible

Xi



Resumen

Caracterizacién funcional del uORF del gen poliamino oxidasa-2 (PAO2) de
Arabidopsis thaliana
La region no-traducida 5° de un mRNA tiene sefiales de control que modulan la
eficiencia traduccional, lo que resulta en un cambio rapido en el proteoma.
Aproximademente 30% de los cDNAs de Arabidopsis presentan un marco de
lectura abierta rio arriba (UORF); sin embargo su impacto en la traduccién se ha
estudiado en detalle en relativamente pocos casos. Las poliamino oxidasas
dependientes de flavin adenin dinucledtido (PAOs; EC 1.5.3.3) catabolizan la
desaminacién oxidativa de la espermidina y espermina, contribuyendo de este
modo a la homeostasis de las poliaminas asi como en diversos procesos
biolégicos a través de sus productos de reaccién. En el genoma de A. thaliana se
han identificado cinco genes que codifican para PAOs, de estos los transcritos
AtPAO2 y AtPAO3 poseen un UORF. En este estudio, caracterizamos el uORF del
gen AtPAOZ2 utilizando el gen reportero GUS bajo el control del promotor
endbégeno AtPAOZ2 y bajo el control del promotor constitutivo CaMV 35S. Con
ambos promotores, el uUORF afectdé negativamente la expresion de GUS. Las
poliaminas exdgenas modularén positivamente la expresion de GUS, mitigando
asi el efecto negativo del uUORF de AfPAO2, mientras que la aplicacion del
inhibidor MGBG caus6 un efecto opuesto. Estos resultados sugieren que la
regulacion mediada por el uUORF de AfPAOZ2 es modulada por poliaminas.
Ademas, presentamos un analisis in silico de los uUORFs identificados en varios
transcritos de poliamino oxidasas de las plantas. Estos datos sugieren que los
UORFs podrian constituir un mecanismo importante de regulacion traduccional de
los genes PAO. Ademas, el hecho de que los uORFs sean comunmente
identificados en la ruta de las poliaminas sugiere que los mecanismos de control
mediados por un uORF podrian modular la concentracion intracelular de

poliaminas durante el desarrollo y las respuestas ante el estrés de las plantas.

PALABRAS CLAVE Poliamino oxidasas; Regulacion post-transcripcional;
Espermidina; uORF
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Abstract

Functional characterization of polyamine oxidase-2 (PAO2) uORF from
Arabidopsis thaliana

The 5’-untranslated region of an mRNA contains control signals that modulate the
translational efficiency that can result in rapid changes to the proteome.
Approximately 30% of Arabidopsis cDNAs possess an upstream open reading
frame (UORF); nevertheless their impact on translation has been studied in detail in
relatively few cases. The flavin-containing polyamine oxidases (PAOs; EC 1.5.3.3)
catabolize oxidative deamination of spermidine and spermine, thus contributing to
polyamine homeostasis as well as in diverse biological processes through their
reaction products. In A. thaliana genome five genes encoding PAOs have been
identified, of these AfPAO2 and AfPAOS3 transcripts possess an uORF. In this
study, we characterized the uORF of A{PAOZ2 gene using the GUS reporter gene.
Transgenic lines harboring the native AtPAO2 promoter or the constitutive CaMV
35S promoter showed that the uORF negatively affects GUS expression.
Exogenous applications of polyamines positively modulate GUS expression, thus
alleviating the negative effect of AtPAO2 uORF, while treatments with MGBG
inhibitor show an opposite effect. These results suggest that the uORF-mediated
regulation of the AtPAOZ2 is modulated by polyamines. In addition, we present a
comparative in silico study of the putative uORFs identified in several plant
transcripts encoding polyamine oxidases. This suggests that uORF might
constitute an important mechanism of translational regulation of PAO genes.
Moreover, the fact that uORFs are commonly found in polyamine pathway
suggests that uORF-mediated control mechanisms might finely modulate the

intracellular concentration of PAs in plant development and stress responses.

KEYWORDS Polyamine oxidases; Post-transcriptional regulation; Spermidine;
uORF
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.  INTRODUCCION

1.1.El metabolismo de las poliaminas

Las poliaminas (PAs) son moléculas organicas de naturaleza policationica
indispensables para todos los organismos. La putrescina (Put), la espermidina
(Spd) y la espermina (Spm) son las PAs mas comunes en los eucariontes y los
procariontes (Fig. 1). Aun cuando a la fecha sus mecanismos especificos de
funcionamiento son desconocidos, se ha reportado que las PAs estan implicadas
en diversos procesos celulares que incluyen la transcripcidon, la traduccion, la
replicacion del DNA, el ciclo celular, la regulacion de las actividades enzimaticas y
la estabilizacion de las membranas (Fuell et al., 2010; Tavladoraki et al., 2012).
Dichas funciones son atribuidas principalmente a su naturaleza policatidénica, que
les confiere la capacidad de interactuar con macromoléculas cargadas

negativamente como el DNA, el RNA, los fosfolipidos y las proteinas.

Putrescina
NH,CH,CH,CH,CH,NH,
Espermidina
NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NH,

Espermina
NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH,

Figura 1. Estructura quimica de las poliaminas mas comunes.

En estudios experimentales han mostrado que el numero de cargas
positivas asi como el tamafio molecular de las PAs ejercen efectos importantes en
la formacién de complejos con el DNA. De esta manera, la fuerza de unién a
regiones del DNA ricas en AT es mas fuerte con la tetramina Spm, y continta con
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las tri- y di-aminas, mostrando la siguiente regla de union:
Spm>Spd>Put>Cadaverina (Kabir y Kumar, 2013). La interaccién de las PAs con
el DNA influye en su estabilidad y conformacion (Rider et al., 2007; Kabir y Kumar,
2013). En este sentido, se ha demostrado que las PAs, principalmente las
superiores (Spd y Spm) estimulan la inter-conversién del DNA de la forma B ala A
y ala Z (Hasan et al., 1995). La conformacion Z del DNA, modula la replicacion de
este, la expresion génica y los eventos de recombinacion (lgarashi et al., 2010). A
su vez, las PAs actuan como reguladores transcripcionales de ciertos genes, ya
que facilitan la oligomerizacién de los nucleosomas (Wang et al., 2001; Igarashi et
al., 2010).

Ademas de interactuar con &acidos los nucleicos, las PAs también
interactuan con fosfolipidos de la membrana celular. Se ha propuesto que la union
de Spd y Spm incrementan la rigidez de la membrana a través de la formacién de
complejos con fosfolipidos y proteinas (Wallace et al., 2003). También se ha
demostrado la interaccion de las PAs con proteinas del fotosistema I,
particularmente con los grupos C=0, N-H y C-N. Dichas interacciones afectan la
estructura y dinamica de estas proteinas, ejerciendo asi diferentes efectos en el

aparato fotosintético (Hamdani et al., 2011).

1.2.La biosintesis de las poliaminas

El primer paso para la biosintesis de las PAs es la formacion de Put. La Put puede
ser sintetizada directamente a partir de ornitina por la ornitina descarboxilasa
(ODC; EC 4.1.1.17) o de arginina a través de varios pasos catalizados por la
arginina descarboxilasa (ADC; EC 4.1.1.19), la agmatina iminohidrolasa (AIH; EC
3.5.3.12) y la N-carbamoilputrecina amidohidrolasa (NCPAH; EC 3.5.1.53). La ruta
de la ODC predomina en los mamiferos y los hongos, mientras que la ruta de la
ADC solo esta presente en las plantas y en algunas bacterias. Una vez sintetizada
la Put, es sucesivamente convertida a Spd y Spm por accion de la espermidina
sintasa (SPDS; EC 2.5.1.16) y la espermina sintasa (SPMS; EC 2.5.1.22),
respectivamente (Fig. 2). Estas reacciones involucran la adicion de grupos
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aminopropilo, los cuales son suplementados por la S-adenosilmetionina
descarboxilada (dcSAM) cuya descarboxilacion es mediada por la S-
adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC; EC4.1.1.50) (Fuell et al., 2010;
Tavladoraki et al., 2012).

. . ADC
Arginina —— Agmatina
JAlH Plantas

Bacterias
1+ N-carbamoil
Mamiferos Ornitina putrescina

oDC /

' . NCPAH

Putrescina
SAM SAMDC SAM / | SPDS
descarboxilado ES ermid | na
co, \p TSPMS

spms

Espermina Termospermina

Figura 2. La ruta de la biosintesis de las poliaminas. ADC, arginina descarboxilasa;
AlH, agmatina iminohidrolasa; NCPAH, N-carbamoil-putrescina amidohidrolasa; ODC,
ornitina  descarboxilasa; SAMDC, S-adenosilmetionina descarboxilasa; SPDS,
espermidina sintasa; SPMS, espermina sintasa; TSPMS, termoesperimina sintasa.

Las PAs pueden encontrase de manera libre o conjugada a acidos
organicos como el cumarico, el ferulico, y el caféico. Adicionalmente, pueden
existir en fracciones insolubles unidas a macromoléculas como las proteinas, los
polisacaridos de la pared celular y a la membrana plasmatica (Martin-Tanguy,
2001; Bassard et al., 2010).

La conjugaciéon de las PAs con acidos fendlicos reduce significativamente
su polaridad e hidrofobicidad favoreciendo asi su translocacion, estabilidad y
compartamentalizacion (Bassard et al., 2010). En Arabidopsis se han identificado
algunos de los genes que codifican para las enzimas encargadas de la formacion
de conjugados de Spd (Grienenberger et al., 2009; Luo et al., 2009). Sin embargo,

aun no se han identificado aquellas enzimas implicadas en la formacién de los
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conjugados con las otras PAs (Alcazar et al., 2010). Las PAs conjugadas han sido
implicadas en el desarrollo floral, el desarrollo y la maduracién de la semilla, el
reforzamiento de la pared celular, asi como en la respuesta al estrés bidtico y
abidtico (Muroi et al., 2009; Bassard et al., 2010).

1.3.Los papeles fisiologicos de las poliaminas

Las primeras evidencias de las funciones celulares de las PAS se obtuvieron
gracias al empleo de inhibidores irreversibles de las enzimas biosintéticas ODC y
ADC como son la a-difluorometilornitina (DFMO) y la difluometilarginina (DFMA),
respectivamente; la ciclohexilamina (CHA), un inhibidor competitivo de la SPDS; y
la metilglioxal bis(guanilhidrazona) (MGBG), un inhibidor de la SAMDC. Si bien,
estos inhibidores son poco estables o inespecificos, su empleo ha facilitado el
conocimiento que ahora se tiene sobre los procesos fisiolégicos en los que estan
implicadas las PAs (Mirza et al., 1991; Berta et al., 1997).

En las plantas, las PAs estan presentes en todos los compartimentos
celulares, incluyendo el nucleo, sugiriendo asi su participacion en diversos
procesos celulares fundamentales. Se han encontrado cambios importantes en el
metabolismo de PAs durante la respuesta de las plantas ante diversos estreses
ambientales que incluyen el estrés oxidativo, la sequia, la salinidad y el frio. La
habilidad de las plantas para hacer frente a las condiciones de estrés se
correlaciona con su capacidad para acumular PAs (Kasinathan y Wingler, 2004;
Pandolfi et al., 2010). La expresion de los genes biosintéticos de las PAs (ADC2,
SPMS, SAMDC2) es inducida por uno o mas estreses abioticos (revisado por
Alcazar et al., 2010). Ademas, una gran cantidad de estudios muestra que la
aplicacion exdgena de PAs estabiliza las membranas celulares, protegiéndolas de
los dafos causados por el estrés. Un ejemplo de ello, es la aplicaciéon de PAs,
principalmente Spm, durante el estrés inducido por la senescencia, la cual
previene la perdida de la clorofila y protege las membranas tilacoidales (loannidis
y Kotzabasis, 2007).
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El conocimiento del genoma completo de algunas plantas ha facilitado la
identificacion y el aislamiento de los genes de la biosintesis de las PAs. Por lo
anterior, ahora se sabe que muchos genes biosintéticos de las PAs se encuentran
duplicados en algunas plantas, incluyendo A. thaliana (Urano et al., 2005; Fuell et
al., 2010; Peremarti et al., 2010). Lo anterior, sugiere una ventaja evolutiva ya que
los genes duplicados pueden tener patrones de expresion diferentes, como
especificidad para un tejido o un estrés (Hummel et al., 2004).

Los estudios genéticos y moleculares han contribuido a un mejor
entendimiento de las funciones celulares de las PAs. En este sentido, se sabe que
la Spd es esencial para la viabilidad celular, ya que las mutantes dobles de los
genes ADC1/ADC2, SPDS1/SPDS2 y SAMDC1/SAMDC4 son letales en el estado
embrionario en A. thaliana (Imai et al., 2004; Urano et al., 2005; Ge et al., 2006).
Una de las razones por la que la Put/Spd es requerida para la embriogénesis de
las plantas, es porque la Spd es requerida para la modificacion post-traduccional
de una lisina del factor elF5A, para producir el aminoacido hipusina. Esta
modificacién es indispensable para el inicio de la traduccién en los eucariontes
(Park et al., 2010). Por otro lado, las plantas deficientes en Spm no muestra
defectos en el crecimiento (Imai et al., 2004), mientras que la deficiencia en
termoespermina (TSpm), isdbmero estructural de la Spm, causa un severo fenotipo
de enanismo y la proliferacién excesiva del xilema de la planta (Hanzawa et al.,
2000).

Los estudios moleculares de pérdida y/o ganancia de funcion de los genes
biosintéticos de las PAs han provisto evidencias del papel protector de dichas
aminas durante las condiciones de estrés. El progreso en el conocimiento de las
funciones moleculares de las PAs ha facilitado la generacion de plantas
transgénicas resistentes a diferentes tipos de estres. Por ejemplo, la sobre-
expresion heterdloga de los genes ODC, ADC, SAMDC y SPDS en plantas como
el arroz (Oryza sativa L.), el tabaco y el tomate ha resultado en una mayor
tolerancia a las diversas condiciones de estrés (revisado por Alcazar et al., 2010).

En donde la tolerancia generalmente esta asociada con niveles elevados de

Put y/o Spd y Spm. Por mencionar un ejemplo, la sobre-expresion del gen de la
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SPDS del chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) en Arabidopsis causa un
incremento en los niveles de Spd lo que conlleva a un aumento en la tolerancia de
las plantas a varios tipos de estrés que incluyen el congelamiento, la salinidad, la
sequia y la toxicidad por paraquat (Kasukabe et al., 2004), este ultimo
ampliamente utilizado para inducir un estrés oxidativo en las plantas.

Los resultados obtenidos en los estudios de pérdida de funcion de los
genes de biosintesis de las PAs apoyan el efecto protector de las poliaminas
durante el estrés. Por citar un ejemplo, plantas mutantes ac/5/spms de Arabidopsis
que no producen Spm son hipersensibles a la alta salinidad y la sequia, y el
fenotipo es mitigado por la aplicacion exégena de Spm (Kusano et al., 2007). Las
lineas mutantes insercionales adc2-1 en donde el contenido de Put se ve
disminuido hasta en un 75%, son mas sensibles al estrés salino, mientras que el
dafio inducido por el estrés es parcialmente revertido por la adicion exégena de
Put (Urano et al., 2004).

Por otro lado, existe una gran cantidad de evidencias que demuestran la
implicacion de las PAs en la respuesta de defensa de la planta al ataque de los
patégenos. Sin embargo, los mecanismos moleculares de como ejercen su efecto
aun no estan bien entendidos. Esto se debe en parte a que la concentracion de las
PAs totales y la proporcion de las PAs individuales varia dependiendo de la
especie de la planta, del tejido y del patosistema en estudio (Marina et al., 2008).
En general, durante el ataque de un patdégeno, las plantas experimentan cambios
importantes en el metabolismo de PAs (Walters, 2003). Los niveles de las PAs
libres y las conjugadas, asi como la actividad de las enzimas de la biosintesis y del
catabolismo de las PAs incrementan durante la respuesta hipersensible en cebada
(Hordeum vulgare L.) al patégeno Blumeria graminis f. sp. hordei (Cowley vy
Walters, 2002). Ademas, incrementos en los niveles de Put y Spd libres fueron
observados en las plantas de cebada resistentes al ataque del patégeno (Asthir et
al., 2004). Plantas de Arabidopsis infectadas con Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 muestran un incremento significativo en la expresion de ADC2 y
en los niveles de Put, asi como en la expresion del gen PR-1a. Consistentemente,

las plantas mutantes adc2 inoculadas con el patégeno, muestraron una
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disminucién en los niveles de Put y en la expresién de PR-71a, y fueron mas
sensibles al patogeno (Kim et al., 2013). Debido a que la PR-1a es considerada un
marcador de la ruta de sefalizacion del acido salicilico, la Put pudiera estar
implicada en la respuesta de defensa mediada por acido salicilico (Kim et al.,
2013).

Durante la interaccién de las plantas con los patdégenos, ocurre un
incremento rapido en los niveles de Spd y/o Spm en el apoplasto. Se ha sugerido
que la Spm actua como una molécula de senalizacion activando la expresion de
los genes relacionados a patogénesis e induce la respuesta hipersensible
(Yamakawa et al., 1998; Kusano et al., 2007). Recientemente, se ha postulado
que la interaccion de las enzimas de la biosintesis de las PAs con las proteinas
efectoras de los patégenos podria ser una estrategia de la planta para activar las
respuestas de defensa (Kim et al., 2013). Estos ejemplos, ilustran el papel de las

PAs en las respuestas de la planta a diversos factores estresantes.

1.4.Laregulacion de los niveles intracelulares de las poliaminas

Aunque las PAs son detectadas preferencialmente en los tejidos vegetales en
crecimiento, su concentracion varia dependiendo de la especie, el 6rgano, el tejido
y del estadio del desarrollo de la planta (Galston y Sawhney, 1990). La
homeostasis de las PAs correlaciona con varios procesos fisiologicos
fundamentales en las plantas, incluyendo el control en el balance N:C, el ciclo
celular, la diferenciacion del xilema, la fluidez de la membrana y la respuesta al
estrés (Moschou et al.,, 2012). Debido a su importancia bioldgica, los niveles
intracelulares de las PAs se mantienen a través de un control estricto en la

biosintesis, el transporte y el catabolismo.

1.4.1 Laregulacién de la biosintesis de las poliaminas

1.4.1.1 La Ornitina descarboxilasa
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La biosintesis de las PAs es regulada a diferentes niveles que incluyen la
expresion génica, la sintesis de proteinas y la formacién de complejos multi-
enzimaticos. En los mamiferos, la ODC es considerada la enzima limitante en la
sintesis de las PAs. El gen de la ODC es regulado a nivel transcripcional a través
de elementos localizados en su region promotora, los cuales se activan en
respuesta a diversos estimulos y factores de crecimiento (Bellofernandez et al.,
1993). Los genes ODC de las plantas también estan sujetos a regulacion
transcripcional bajo estimulos diferentes y por la aplicacién de hormonas como las
auxinas, las giberelinas y el acido jasmdnico (Carbonell y Blazquez, 2009). En este
sentido, se ha sugerido que la regulacién de la ODC por acido jasmoénico es
mediada por cajas-G localizadas en su promotor (Xu et al., 2004).

Por otro lado, el 5-UTR de la ODC de raton es rico en G+C, lo que le
confiere una fuerte estructura secundaria, y ademas contiene un marco de lectura
abierta rio arriba del ORF principal (UORF, upstream Open Reading Frame)
(Shantz et al., 1996; Ivanov et al., 2008). Experimentos in vitro han mostrado que
tanto la estructura secundaria del 5"UTR como el uORF de la ODC contribuyen en
la represion de la traduccién cuando son fusionados a los genes reporteros
(Shantz et al., 1996). Los uORFs constituyen un importante mecanismo de
regulacion traduccional, previniendo generalmente que la maquinaria ribosomal
inicie la traduccién en el codon AUG del ORF principal (Wilkie et al., 2003; lacono
et al., 2005; Kozak, 2005).

La traduccién de la ODC de los mamiferos es influenciada por los niveles
de las PAs. Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual las PAs regulan la
traduccion de la ODC aun es desconocido (Perez-Leal y Merali, 2012). Diferentes
estudios han sugerido que ciertos factores que actuan en trans regulan la
interaccion entre las regiones 5" y 3-UTR de la ODC, y que esta interaccion
podria contribuir al control traduccional de la ODC mediado por las PAs (Lorenzini
y Scheffler, 1997). Manzella y Blackshear (1992) reportaron que una proteina de
funcién desconocida interactua con el 5-UTR de la ODC. No obstante, dicha
proteina permanece unida al mMRNA de la ODC independientemente de los niveles
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de PAs, por lo que se desconoce si esta interaccion ejerce algun efecto en la
traduccion de la ODC.

En comparacién con muchas enzimas de los mamiferos cuyas vidas medias
frecuentemente son largas (dias), la ODC tiene una vida media corta (10 min-1 h)
(Wallace et al., 2003). Este recambio rapido permitiria a la ODC responder
rapidamente a diferentes estimulos regulatorios.

La ODC de ratén contiene dos regiones de degradacion ricas en prolina,
acido glutamico, acido aspartico, serina y treonina, conocidas como sitios PEST
(Rogers et al., 1986; Ghoda et al., 1989). El primer sitio PEST se localiza entre los
aminoacidos 298 a 333, y el segundo se localiza en el extremo C-terminal entre
los aminoacidos 423 a 449. La region PEST localizada en el C-terminal de la ODC
es esencial para la degradacién de la enzima, y la eliminacion o la mutacion de
dicha regién resulta en la estabilizacion de la enzima (Ghoda et al., 1989).

La actividad de la ODC depende de la formacion de un homodimero en el
sitio activo, que ocurre entre la interface de las dos subunidades. En los
eucariontes, el mecanismo principal de regulacién post-traduccional de la ODC es
mediado por una proteina conocida como la antienzima (Hayashi et al., 1996). La
antienzima inhibe a la ODC previniendo su dimerizacion y promoviendo su
degradacion via el proteasoma 26S independiente de la ubiquitina (Murakami et
al., 1992). Ademas, la antienzima también bloquea el transporte de las PAs
(Hoshino et al., 2005).

A su vez, la sintesis de la antienzima es regulada a nivel traduccional de
una manera dependiente de los niveles de PAs. En la mayoria de los casos, la
antienzima es codificada por dos ORFs parcialmente sobrelapados: el ORF1
codifica los primeros 68 aminoacidos, y el ORF2 codifica el resto pero en un marco
de lectura desfasado +1 con respecto al ORF1. Cuando los niveles de las PAs son
altos, para producir la proteina funcional de la antienzima, debe ocurrir un
desplazamiento por parte de los ribosomas al marco de lectura +1 antes de leer el
codoén de paro del ORF1 (Perez-Leal y Merali, 2012). EI mecanismo exacto por el
cual las PAs promueven el desplazamiento en el marco de lectura aun no es claro.

Sin embargo, se sabe que un tallo y un pseudonudo, constituidos por los
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nucledtidos circundando el codén de paro del ORF1, son necesarios para que
ocurra el desplazamiento en el marco de lectura (Perez-Leal y Merali, 2012). Un
estudio reciente, mostré que mientras el desplazamiento en el marco de lectura
solo causa una pausa traduccional y reduce la velocidad de traduccion, la unién de
las PAs al péptido naciente (ORF1) de la antienzima promueve la terminacién de
su sintesis (Kurian et al., 2011). Ademas, Rato y colaboradores (2011) reportaron
que Put y Spm, pero no Spd, muestran una estimulacion cooperativa en el
desplazamiento en el marco de lectura y la existencia de multiples sitios de unién
al ribosoma.

A diferencia de otros eucariontes, la antienzima no ha sido identificada en
las plantas. Por lo que se desconoce si este mecanismo de regulacién
traduccional dependiente de las PAs puede ser o no funcional en las plantas
(Takano et al., 2012).

Por otro lado, en los mamiferos se ha reportado que la antienzima también
es regulada negativamente por una proteina llamada inhibidor de la antienzima
(AZI). El inhibidor de la antienzima es un homdlogo de la ODC que ha perdido la
actividad de descarboxilacion. La union entre AZIl y la antienzima es incluso mas
fuerte que entre ODC y la antienzima. Como resultado, AZI tiende a secuestrar a
la antienzima lo que permite tener mas ODC libre, por lo tanto se tiene activad
mayor de ODC y se incrementan los niveles de las PAs (Ilvanov et al., 2010).

Una evidencia reciente sugiere que AZIl puede ser regulado por uORFs con
propiedades inusuales, es decir con codones de inicio no-AUG. Ivanov y
colaboradores (2008) identificaron en el 5-UTR de AZI regiones conservadas rio
arriba (UuCCs, upstream Conserved Coding regions) que reprimen la traduccion del
OREF principal. Dicha represion se incrementa en la presencia de niveles elevados
de Spd y depende de la secuencia de aminoacidos cercana al C-terminal.
Ademas, el inicio de la traduccién en codones no-AUG, como AUU principalmente,
de las regiones uCC incrementa en presencia de Spd. Por tanto, caracteristicas
como los codones no-AUG de las regiones uCC y la secuencia de aminoacidos
cercana al C-terminal, son componentes clave de la regulacion traduccional
dependiente de las PAs (lvanov et al., 2008; 2010).

10
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1.4.1.2 La Arginina descarboxilasa

Los genes ADC son regulados transcripcionalmente en respuesta a diferentes
estimulos ambientales que incluyen la sequia, el frio y la salinidad, asi como por
hormonas como el acido abscisico y el metil jasmonato (Alcazar et al., 2010). En
particular, los genes ADC de Arabidopsis son expresados diferencialmente, por un
lado, ADC1 se expresa en todos los tejidos, mientras que ADCZ2 se expresa
principalmente en hojas caulinares y silicuas. Ademas, cada uno es inducido por
diferentes estreses ambientales (Perez-Amador et al., 2002; Urano et al., 2004).
En Escherichia coli, el gen speA, que codifica para la ADC, es regulado
transcripcionalmente por Put y Spd, asi como por la concentracion de ADC (Tabor
y Tabor, 1969). El control transcripcional no es el unico nivel de regulacién de esta
enzima.

En la planta de clavel, el 5-UTR contiene un uORF que codifica el
heptapéptido MQKSLHI, que inhibe la traduccion del ORF principal en cis y trans
(Chang et al., 2000). Los uORFs también han sido identificados en los genes ADC
del arroz, Arabidopsis, la mostaza, Pringlea antiscorbutica, el tabaco, Datura
stramonium y la manzana (Peremarti et al., 2010). Adicionalmente, la ADC esta
sujeta a mecanismos de regulacion post-traduccional. Borrell y colaboradores
(1996) reportaron que la ADC de la avena es sintetizada como un precursor que
después es escindido en dos péptidos pequefios. Dicho proceso proteolitico es
inhibido por la aplicacion exégena de Spm (Borrell et al., 1996). La ADC de la vid
(Vitis vinfera L.) también es sintetizada como un precursor de ~80 kDa, y se ha
sugerido que la propia ADC tendria una actividad proteolitica, como un mecanismo
autoregulatorio, la cual posiblemente modula post-traduccionalmente los niveles
y/o la actividad de la ADC (Primikirios y Roubelakis-Angelakis, 2001).

1.4.1.3 La S-adenosilmetionina descarboxilasa

A nivel transcripcional, la regulacion mas relevante reportada para los genes

SAMDC es su induccién por la luz en Pharbitis nil, en la cual la sefalizacion por

11
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calcio también parece estar involucrada (Yoshida et al., 2002). Ademas, la
expresion de los genes SAMDC es inducida principalmente por factores abidticos
como las altas concentraciones de ozono, el frio, la sequia y la salinidad (revisado
por Carbonell y Blazquez, 2009). En concordancia con el hecho de que la SAMDC
es un componente regulatorio esencial en la ruta de biosintesis de las PAs, los
genes SAMDC estan sujetos a una fuerte regulacion traduccional mediada por
PAs. En el caso de los mamiferos, el mMRNA de la SAMDC tiene un uORF que se
localiza a 14 pb rio abajo del 5°-cap y es necesario para mantener el control
traduccional dependiente de las PAs. El uORF codifica el hexapéptido MAGDIS,
responsable de la represién traduccional (Raney et al., 2000). Los ribosomas que
inician la traduccién de este péptido quedan estancados antes de llegar al codon
de término del uUORF. Se ha sugerido que el término de la traduccion del péptido
MAGDIS se ve impedido por la interaccion entre el tRNA-Ser y MAGDIS,
causando el estancamiento del ribosoma; y que la estabilidad de los conjugados
peptidil-tRNA se incrementa cuando los niveles de PAs son elevados (Law et al.,
2001; Raney et al., 2002). El mRNA de la SAMDC de las plantas también es
regulado por las PAs. La region 5-UTR de los transcritos SAMDC de las plantas
contiene dos UORF, el 5-“tiny” y el 3"-“small”, los cuales se sobrelapan por un
nucledtido y controlan la traduccion de la SAMDC1 en una manera dependiente de
los niveles de PAs (Franceschetti et al., 2001; Hanfrey et al., 2005; Ivanov et al.,
2010).

Finalmente, la SAMDC de humano que tiene una secuencia PEST, muestra
una vida media corta y presenta una degradacion mediada por el proteasoma 26S
(Yerlikaya y Stanley, 2004). Las secuencias PEST en la SAMDC de las plantas
también han sido identificadas (Tian et al., 2004). Como en las bacterias y los
mamiferos, la SAMDC de la papa es sintetizada como un precursor que sufre un
corte proteolitico para generar dos subunidades que constituyen la forma activa de
la enzima (Tiburcio et al., 1997). En mamiferos, dicho corte autocatalitico es
estimulado por Put, mientras que en la mayoria de las plantas las SAMDCs son
monomeros que muestran una autocatalisis de activacion que no depende de los
niveles de Put (Bennett et al., 2002).

12
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1.4.1.4 La Espermidina sintasa y la Espermina sintasa

En muchas plantas dicotiledéneas, la SPDS es codificada por dos genes
paralogos con estructuras exon-intrén conservadas (Rodriguez-Kessler et al.,
2010). La expresion de ambos genes esta sujeta a regulacién por diversos
factores entre ellos el estrés hidrico, asi como por el tejido y las etapas del
desarrollo (Alcazar et al., 2010). Otro ejemplo de regulacién es la del gen SPDS2
de manzana, el cual presenta dos variantes de “splicing” (empalme de exones),
una identificada preferencialmente en las hojas maduras, y la otra en los tejidos en
desarrollo (Zhang et al., 2003). Adicionalmente, se ha sugerido que la SPDS de
humano y de otros mamiferos pudiera estar sujeta a regulacion traduccional, ya
que se ha identificado en su 5-UTR un uORF que sobrelapa por 70 pb el ORF de
la SPDS (lvanov et al., 2010). Estos autores también detectaron en todos los
MRNAs de SPMS de vertebrados un uORF que sobrelapa con el ORF principal y
sugieren que si el UORF de la SPMS es un sensor de las PAs, el efector muy
probablemente seria la Spm. Por otra parte, Panicot y colaboradores (2002)
reportaron que SPDS1 y SPDS2 interactuan fisicamente con SPMS.
Recientemente, se ha sugerido que estos complejos heterodiméricos (SPDS1,
SPDS2 y SPMS) se localizan principalmente en el nucleo (Belda-Palazén et al.,
2012). La formacion de un metabolon entre las aminopropil transferasas podria
constituir un nuevo nivel de regulacién en la biosintesis de PAs, aunque aun no
existe evidencia fisioldgica que apoye esta posibilidad (Carbonell y Blazquez,
2009).

1.4.2 El catabolismo de las poliaminas

La oxidacidn es la principal ruta catabdlica de las PAs, y se lleva a cabo a través
de la actividad de las diamino oxidasas (DAOs; EC 1.4.3.6) y por las poliamino
oxidasas (PAOs; EC 1.5.3.3). Las DAOs son homodimeros en los cuales cada
subunidad de 70-90 kDa contiene un ion cobre y una 2,4,5 trihidroxifenilalanina

quinona como cofactor. Las DAOs de las plantas oxidan preferencialmente a las

13
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diaminas Put y Cad en el grupo amino primario produciendo 4-aminobutanal (el
cual se cicla espontaneamente a A' pirrolina), peréxido de hidrogeno (H.0z) vy
amoniaco (NHs), (Fig. 3). Aunque las DAOs caracterizadas a la fecha presentan
principalmente una localizacién apoplastica en las plantas, recientemente Planas-
Portell y colaboradores (2013) reportaron que las proteinas AtCuAO2 y AtCuAO3
de A. thaliana se localizan en el peroxisoma, en donde catalizan la oxidacion de
Puty Spd.

Las poliamino oxidasas dependientes de flavin adenin dinucleotido (FAD)
catabolizan la desaminacién oxidativa de Spd y Spm. Dos tipos de catabolismo de
PAs mediado por las PAOs de las plantas han sido descritos: el terminal y el de
inter-conversion. En el primero, que ocurre en el apoplasto, las PAOs oxidan el
carbono en el lado-endo del nitrogeno-N* de la Spd y la Spm produciendo 4-
aminobutanal y N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal, respectivamente, ademas de
1,3 diaminopropano (DAP) y H,0, (Fig. 3). Por otro lado, el catabolismo de inter-
conversion es una ruta intracelular en la cual las PAOs oxidan el carbono en el
lado-exo de la Spd y la Spm, generando Put o Spd, respectivamente, ademas de
H>O, y un aminoaldehido (Fig. 3) (Angelini et al., 2010; Takahashi et al., 2010;
Fincato et al., 2011; Ono et al., 2012).

14
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Putrescina DAO CHOCH,CH,CH,NH,
NH,CH,CH,CH,CH,NH, 4-aminobutanal
0, +H0 H,0, NH,
CHOCH,CH,NH,
3-aminopropanal
prop / H,0,
\oz +H,0
Espermidina PAO NH,CH,CH,CH,NH,
Catabolismo de NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NH, 1,3 Diaminopropano
inter-conversién de PAs A Oe+ He0 B2 o oCH,GH,CHNH, .
CHOCH,CH,NH, 4-aminobutanal Catabolismo
3-aminopropanal / H,0, terminal de PAs
\02 +H,0
Espermina PAO

NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH, N:%CDHQC.HQCHZNHQ
B laminopropano
0, + H,0 H,0, §

CHOCH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH,
N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal

Figura 3. Rutas catabdlicas de las poliaminas. DAO, diamino oxida; PAO, poliamino
oxidasa.

Ademas de mantener la homeodstasis de las PAs, los productos del
catabolismo de las PAs ejercen funciones esenciales en diversos procesos
biolégicos. En particular, el H,O, derivado del catabolismo de las PAs participa en
el desarrollo del tubo polinico, en el cierre estomatico, la sefializacion, asi como en
la induccién de la muerte celular programada en respuesta al estrés (Moschou et
al., 2008; Wu et al., 2010; Wimalasekera et al., 2011; Hou et al., 2013). El 4-
aminobutanal derivado de la oxidacion de Put y Spd puede ser metabolizado a
acido y-amino butirico (GABA) a través de la accion de una amino aldehido
deshidrogenasa (AMADH; EC 1.2.1.19) (Bouché y Fromm, 2004; Cona et al.,
2006). EI GABA esta asociado a procesos fisiolégicos como en la regulacion del
pH citosdlico, en el flujo de carbono dentro del ciclo de los acidos tricarboxilicos,
en la defensa contra los insectos, la senalizacion, la proteccidon contra el estrés
oxidativo, la nodulacién y en la respuesta al estrés abiotico (Angelini et al., 2010;
Sulieman y Schulze, 2010). EI DAP, es precursor de las PAs no comunes
norspermidina y norspermina, que estan asociadas a la tolerancia al estrés (Cona

et al., 2006). Recientemente, Kakeni y colaboradores (2010) reportaron que la
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aplicacion exdégena de norespermina (Nor-spm) revierte el fenotipo de enanismo
de las plantas mutantes ac/5/spms de Arabidopsis.

En las plantas, una de las primeras PAO en ser caracterizada fue la de
maiz, la ZmPAO. La ZmPAO es una enzima apoplastica que oxida a la Spd y Spm
a través del catabolismo terminal (revisado por Angelini et al., 2010).

En la actualidad, diversos estudios muestran una asociacion entre la
activacion del catabolismo de las PAs y las respuestas de las plantas a las
condiciones ambientales desfavorables. A su vez, los genes de DAOs y PAOs son
inducidos durante el estrés, asi como por las hormonas relacionas al estrés
(revisado por Tavladoraki et al., 2012).

Las investigaciones basadas en el empleo de inhibidores de las PAOs asi
como de plantas transgénicas sugieren que H2O, derivado del catabolismo de las
PAs en el apoplasto y/o las PAs apoplasticas inducen las cascadas de
sefalizacion que conducen a la expresion de los genes implicados en la respuesta
al estrés (Tavladoraki et al., 2012). En este sentido, Kusano y colaboradores
(2008) reportaron que la aplicacién exégena de Spm a las hojas de tabaco,
incrementa la expresion de los genes marcadores de la respuesta hipersensible,
un efecto que es suprimido por la aplicacién de inhibidores de la DAO y la PAO.

A. thaliana posee en su genoma cinco genes que codifican para PAOs,
AtPAO1-5. Debido a que los genes AtPAO2-4 presentan la misma organizacion
intrén-exon y a que la posicién de los ocho intrones se encuentra altamente
conservada, se ha propuesto que esta subfamilia de genes son derivados
recientes de un ancestro comun (Fincato et al.,, 2011). En contraste, AtPAO1
muestra una organizacion intrén-exén diferente, y AtPAOS carece de intrones.
Cada miembro de la familia de genes AtPAO muestra diferentes patrones de
expresion. En particular, AfPAO71 es altamente expresado entre la zona
meristematica y de elongacion de la raiz, y en las anteras. A{PAO2 se expresa
principalmente en estadios tardios del desarrollo, especificamente en las zonas
meristematica del apice y la raiz, en las estipulas y en las hojas de la roseta;
mientras que AfPAOJ3 se detecta principalmente en los estadios tempranos, los

tricomas, las células guarda, y en el borde de las hojas de la roseta. AtPAO4 se
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expresa fuertemente en la raiz y en los tejidos de la flor, excepto en los pétalos.
Finalmente, la expresion de AfPAOS se detecta en toda la planta, excepto en los
pétalos y anteras (Takahashi et al., 2010; Fincato et al., 2012). En general, los
patrones de expresion diferencial sugieren una diversidad funcional dentro de la
familia de los genes PAO de A. thaliana.

Las proteinas AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4 mantienen una alta identidad
entre ellas ademas, las tres se localizan en el peroxisoma; mientras que AtPAO1
y AtPAOS se localizan en el citoplasma (Tavladoraki et al., 2006; Kamada-
Nobusada et al., 2008; Moschou et al., 2008; Fincato et al., 2011). En los ultimos
afnos, se ha descrito que AtPAO1,-2,-3 y -4 estan implicadas en el catabolismo de
las PAs a través de la ruta de inter-conversion, aunque AtPAO1 también es capaz
de oxidar Spm a través de la ruta del catabolismo terminal (Moschou et al., 2008;
Takahashi et al., 2010; Fincato et al., 2011). A pesar de la elevada identidad entre
AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4, las tres muestran diferencias importantes en la
especificidad del sustrato, lo que sugiere distintos papeles fisioldégicos. Aunque
AtPAO2 y AtPAO3 muestran mayor afinidad por Spd, también son capaces de
degradar Spm, TSpm y Nor-Spm; mientras que AtPAO4 oxida preferencialmente a
Spm (Takahashi et al., 2010; Fincato et al., 2011). Aunque se han hecho grandes
esfuerzos para determinar la especificidad de la AtPAOS por su sustrato, aun no
ha sido posible.

En un estudio reciente realizado, por Wu y colaboradores (2010) se
demostré que el H,O, derivado de la oxidacién de la Spd por la AtPAO3
peroxisomal induce incrementos en la concentracion de Ca®* citosélico. Los
autores reportaron que el polen de las plantas mutantes afpao3 es incapaz de
inducir a los canales permeables a Ca®* en la presencia de la Spd, resultando en
un crecimiento reducido del tubo polinico y en el numero de semillas.
Recientemente, se demostré que las proteinas AtPAO2 y AtPAO4 se localizan en
el nucleo, el citoplasma y en la pared celular de las células guarda; y que
participan en el cierre estomatico inducido por etileno (Hou et al., 2012).

Las investigaciones enfocadas en el estudio de las PAOs, principalmente

aquellas en A. thaliana, estan incrementando rapidamente, sin embargo, sus
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papeles fisiologicos especificos y los mecanismos de regulacion aun no estan bien
entendidos. En este sentido, Hayden y Jorgensen (2007) reportaron que los
transcritos AfPAO2 y AtPAO3 de A. thaliana presentan un uORF en su region 5'-

UTR, sin embargo su funcién aun no ha sido demostrada.

1.5.Laregulacion de latraduccion

La expresion génica es regulada en multiples niveles que incluyen transcripcional
y post-transcripcional. La regulaciéon post-transcripcional ocurre a nivel del pre-
RNA mensajero (mRNA), el procesamiento (adicibn del cap, “splicing”,
poliadenilacion), la estabilidad, y la traduccién del mRNA (Floris et al., 2009).
Comparado con el control transcripcional, el control traduccional de los mMRNAs
permite cambios mas rapidos en la concentracién de las proteinas, ejerciendo asi
un mayor impacto en el proteoma celular. Lo anterior, es de particular importancia
en las plantas, donde las tasas de traduccion deben responder rapidamente a las
fluctuantes condiciones ambientales (Martinez-Salas et al., 2012; Muench et al.,
2012).

El proceso de traduccion se divide en iniciacidon, elongacion, terminacion y
reciclamiento del ribosoma. Aunque la regulacion de la traduccion no se limita al
inicio, es en esta etapa en la que se ejerce mas control (Sonenberg y Hinnebusch,
2009).

La traduccion de los mRNAs de las células eucariotas inicia con el
reconocimiento del cap (m’GpppG), localizado en el 5° terminal de los mRNAs.
Este proceso de iniciacion involucra un gran numero de proteinas auxiliares
llamadas factores de iniciacion eucariéticos (elFs). El reconocimiento del 5'cap es
mediado por elF4E, que a su vez se encuentra unido a la proteina elF4G y a la
helicasa de RNA elF4A, en conjunto este complejo trimérico es conocido como
elF4F. Adicionalmente, el factor elF4G interactua con el elF3 y con la proteina de
unién al poli(A) (PABP), la cual se encuentra unida a la cola de poli(A) del mRNA.
Por otro lado, la subunidad ribosomal asociada con el complejo ternario integrado
por el elF2-GTP y el Met-tRNAI, lleva a la formacion del complejo de pre-inicio 43S
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que es estabilizado por elF1A y elF3. Seguido del ensamble del complejo 43S con
el elF4F-unido al mMRNA, comienza el escaneo del 5°-UTR en direccion 5°-3" hasta
encontrar el primer codon AUG, reconocido por apareamiento de bases con el
anti-codén en el Met-tRNAI™® llevando asi a la formacién del complejo de
iniciacion 48S (Fig. 4). Es en ese momento cuando el elF1 es desplazado y el elF5
media la hidrolisis del GTP unido al elF2, uniendo asi a la subunidad ribosomal
60S para dar lugar a la formacién del ribosoma 80S que dara inicio a la sintesis
del poli-péptido (Martinez-Salas et al., 2012; Muench et al., 2012).

Met-tRNAjMet
elF4G elF2 <
elF4A eIF4B> GTP
5-UTR 3-UTR
elF4E  [CLCAR. D e AU G s (A1 408
Complejo de Complejo de
reconocimiento del cap pre-iniciacion 43S

e

AAAAAAAA A] UAG

elF4G
elF4A
elF4E J —/
40S
Complejo de

Iniciacion 48S

Figura 4. Representacion de los complejos ribosomales implicados en el inicio de la
traduccion.
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Para asegurar la fidelidad del inicio de la traduccion, el complejo de pre-
inicio debe tener mecanismos discriminatorios que prevengan el apareamiento

Met

parcial de tripletes en el 5'-UTR con el anti-codon Met-tRNAI™ y promuevan el
correcto reconocimiento del codon de inicio. En general, se le considera como
codon de inicio al primer triplete AUG que se localice en un contexto (nucleotidos
circundando el codén AUG) 6ptimo, es decir, con una purina en la posicion -3 y
una guanina (G) en la posicion +4 (relativa a la adenina (A) del condén AUG, la
cual es designada como +1). Particularmente, en las plantas dicotiledéneas se
determind que el contexto optimo es (A/G)AAAUGGC, mientras que en las
monocotileddéneas es (G/A)CCAUGGC (Lukaszewicz et al., 2000). A su vez, el
factor elF1 juega parte importante en mantener la fidelidad del inicio de la
traducciéon, ya que éste ayuda al complejo 43S a discriminar entre tripletes no-
AUG Yy tripletes AUG localizados en un contexto no-optimo ademas de que disocia
los complejos ribosomales que aberrantemente se ensamblan en tales tripletes
(Pestova et al., 1998; Jackson et al., 2010).

Aun cuando muchas caracteristicas de un mRNA pueden contribuir a su
traduccién, muchos de los elementos regulatorios se localizan en los UTRs. En
general, la eficiencia traduccional es afectada por el contenido de G+C y la
longitud de la region 5°-UTR. Ademas, los estudios a gran escala del mRNA han
identificado elementos regulatorios en la regién 5'-UTR que modulan la traduccion,
entre estos se encuentran los codones AUGs rio arriba del ORF principal (UAUGS,
upstream AUGS), el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), y los uORFs
(Wilkie et al., 2003; lacono et al., 2005; Kozak, 2005).

Un uORF esta constituido de un codon uAUG, un codén de paro en el
mismo marco de lectura que el UAUG y por al menos un codon diferente al de paro
entre ambos (Calvo et al., 2009). En los organismos procariontes y eucariontes los
uORFs son considerados elementos regulatorios importantes, reduciendo en un
30-80% la sintesis de las proteinas (Calvo et al., 2009). Hasta hace poco se
consideraba que los UORFs con potencial de ser traducidos son aquellos que
inician con un codén AUG. Sin embargo, en un estudio realizado en

Saccharomyces cerevisiae por Ignolia y colaboradores (2009), se encontré que los
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UORFs con codones de inicio diferentes a AUG también son traducidos. La
traducciéon de estos UORFs es potenciada por ciertas caracteristicas en el mMRNA
que facilitan su reconocimiento, entre estas un contexto optimo y la presencia de
estructuras terciarias estables rio abajo del sitio de inicio no-AUG (Kochetov et al.,
2013).

Los analisis a gran escala del genoma y el transcriptoma han revelado que
aproximadamente del 20-50% de los mRNAs eucaridticos contienen al menos un
UORF (Kochetov et al., 2002; Calvo et al., 2009). En las plantas como A. thaliana 'y
el arroz, se ha estimado que el 30% y el 24% de los transcritos presentan uORFs,
respectivamente (Kochetov et al., 2002; Hayden y Jorgensen 2007). Dichos
elementos han sido identificados principalmente en los genes implicados en los
procesos de desarrollo, el ciclo celular, el control transcripcional, la sefalizacién y
en la respuesta al estrés (Hanfrey et al., 2005; Hu et al., 2005; Hayden y
Jorgensen, 2007; Rahmani et al., 2009).

A pesar de que los uORFs se encuentran ampliamente distribuidos en los
genomas procariéticos y eucarioticos, la funcién biolégica de la mayoria de ellos
aun es desconocida (Kochetov et al., 2013).

Algunos de los uORFs caracterizados hasta ahora parecen ejercer su
efecto inhibitorio independientemente de su secuencia de aminoacidos, mientras
que algunos otros afectan la traduccion del ORF principal de una manera
dependiente de su secuencia (Lohmer et al., 1993; Hanfrey et al., 2005; Rahmani
et al., 2009). En las plantas, la importancia de la secuencia de aminoacidos
codificados por el UORF ha sido demostrada en la regulacién traduccional de los
genes bZIP11y SAMDC1 (Hanfrey et al., 2005; Rahmani et al., 2009).

Generalmente, la presencia de un uORF en el 5-UTR resulta en la
represion de la traduccion del ORF principal, debido a que los ribosomas no
pueden reiniciar la traduccion después de traducir el uUORF (Muench et al., 2012).
Sin embargo, en algunos mMRNAs existen ciertos mecanismos que contrarrestan el
efecto inhibitorio del uORF, los cuales involucran el re-inicio de la subunidad
ribosomal 40S (Zhou et al., 2010). Por ejemplo, el mMRNA de la SAMDC1 de las

plantas, posee un par de uORFs, el “tiny” y el “small”, los cuales modulan la
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traduccion de la SAMDC1. Cuando los niveles de Spd son altos, el complejo de
pre-inicio 43S reconoce el AUG del “small” uORF, lo que resulta en su traduccion y
en la represion traduccional de la SAMDC1, disminuyendo asi los niveles de las
PAs. Por otro lado, cuando los niveles de PAs son bajos el complejo de pre-inicio
reconoce el AUG del “tiny” uORF, y al término de su traduccion los ribosomas
reinician la traduccion en el ORF de la SAMDC1 lo que resulta en el incremento en
los niveles de las PAs (Hanfrey et al., 2005; lvanov et al., 2010).

Se considera, que la eficiencia de re-inicio es alta cuando los uORFs son
cortos, y que ademas depende de la secuencia dentro y cercana al uORF y de la
distancia entre el codén de paro del UORF vy el siguiente AUG (Kozak, 2002; Zhou
et al., 2010). De acuerdo a los datos experimentales, el re-inicio de la traduccién
puede ocurrir después de la traduccion de péptidos de 5 a 28 aminoacidos, con
una distancia inter-cistronica minima de 50 nucleétidos (Roy et al., 2010). La
eficiencia de re-inicio de la traduccion también depende de los factores de inicio
implicados en la etapa inicial de la traduccion (Poyry et al., 2004). En este sentido,
se sabe que el factor elF3h y la proteina ribosomal RPL24b estan implicados en la
competencia de re-inicio de los ribosomas en transcritos con uORFs (Kim et al.,
2007; Rahmani et al., 2009; Roy et al., 2010; Zhou et al., 2010).

Para los uORFs que se ha demostrado experimentalmente su funcion
regulatoria en la traduccién, tipicamente la regién implicada en la regulacion es de
10 a 20 aminoacidos (lvanov et al., 2008; Rahmani et al., 2009). Resulta de vital
interés la identificacion de los uORFs con secuencias de aminoacidos
conservados a lo largo de las especies, ya que esto pudiera estar ligado a un
papel regulatorio, asi como a una funcidon dependiente de la secuencia de
aminoacidos (Takahashi et al., 2012). En las plantas, comparando genes ortélogos
entre A. thaliana y el arroz, Hayden y Jorgensen (2007) identificaron 19 grupos de
UORF con secuencia de aminoacidos conservada.

En la presente tesis Doctoral, con el objetivo de conocer si el uUORF es una
caracteristica comun en los genes de las poliamino oxidasas, realizamos un
analisis in silico en los transcritos PAO identificados en 24 genomas de las

plantas. A la fecha, el papel regulatorio de los uORFs en los genes PAO se
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desconoce. Por ello, caracterizamos el uORF del gen A{PAOZ2 de A. thaliana. La
identificacion de los uORFs en varios de los genes PAO sugiere que estos
elementos juegan un importante papel regulatorio en el catabolismo de las

poliaminas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si el uORF de la AtPAOZ2 constituye un mecanismo de regulacion
traduccional del gen AtPAO2.

Objetivos especificos:

N —

. Identificar a los genes ortélogos de AtPAO2, AtPAO3 y AtPAOA4.

. Identificar a los UORFs en los genes PAO de las plantas y analizar in silico

la secuencia de aminoacidos de los posibles péptidos codificados por los
UORFs.

Generar lineas reporteras de Arabidopsis para evaluar el efecto del uUORF
de AtPAOZ2 utilizando al gen reportero GUS bajo el promotor enddégeno
AtPAO2 y el promotor constitutivo CaMV 35S.

Evaluar si los niveles de las poliaminas influyen en la regulacion mediada
por el uUORF de AfPAO2.
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.  CAPITULO I

El uORF, un mecanismo regulatorio de la poliamino oxidasa-2 de
Arabidopsis thaliana

Maria L. Guerrero-Gonzalez, Margarita Rodriguez-Kessler, Juan F. Jiménez-
Bremont (2014). uORF, a regulatory mechanism of the Arabidopsis polyamine
oxidase 2. Molecular Biology Reporter. DOI: DOI 10.1007/s11033-014-3098-5
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Abstract The translational efficiency of an mRNA can be
modulated by elements located in the 5'-untranslated
region. The flavin-containing polyamine oxidases catabo-
lize oxidative deamination of spermidine and spermine,
thus contributing to polyamine homeostasis as well as
diverse biological processes through their reaction pro-
ducts. In this study, we characterized the uORF of AtPAO2
gene using the GUS reporter gene. Transgenic lines har-
boring the native AtPAO2 promoter or the constitutive
CaMV 35S promoter show that the uORF negatively
affects GUS expression. Exogenous applications of PAs
positively modulate GUS expression, thus alleviating the
negative effect of AtPAO2 uORF, while treatments with
MGBG inhibitor show an opposite effect. Our data suggest
that AtPAO2 uOREF regulatory mechanism is modulated by
polyamines. In addition, we present a comparative in silico
study of the uORFs identified in several plant transcripts
encoding polyamine oxidases in both mono- and dicoty-
ledonous plants as well as in the Bryophyte Physcomitrella
patens. The polyamine oxidase uORF-encoded peptides are
conserved among families and share conserved features
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such as their position, length, and amino acid sequence.
Our findings provide new insights into the regulatory
mechanism of polyamine oxidase genes and encourage
further exploration to assess the biological significance of
uORFs in the polyamine catabolic pathway.

Keywords Polyamine oxidases - Post-transcriptional
regulation - Spermidine - Upstream open reading frame

Abbreviations

mORF  Main open reading frame

MGBG Methylglyoxal bis(guanylhydrazone)
PAO Polyamine oxidase

uORF  Upstream open reading frame
Introduction

Translational control is a fundamental mechanism in the
regulation of gene expression and contributes to diverse
biological processes [l]. Many intrinsic features of an
mRNA can contribute to its translation, such as the 5'-
untranslated region (5'-UTR) size, its GC content, the pre-
sence of upstream start codons (UAUGS), and internal ribo-
some entry site (IRES) [2, 3]. Another element that has
crucial roles in the translational control found in both pro-
karyotes and eukaryotes is the upstream open reading frame
(uORF), a small open reading frame located upstream from
the main coding region [1, 3]. These elements have been
associated to genes that need to be finely regulated such as
those involved in developmental processes, transcriptional
control, signaling, and stress responses [4-7].

It has been estimated that 24-30 % of plant genes
contain uORFs within their 5'-UTR [8]. Nevertheless, few
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IV. DISCUSION

El estudio de las caracteristicas ya sea estructurales o de la secuencia especificas
de los mRNAs, que influyen en la eficiencia de la traduccion es una de las tareas
mas importantes y actuales de la biologia molecular moderna (Kochetov et al.,
2013). La estructura del 5-UTR de los mRNAs eucarioticos es con frecuencia
bastante compleja ya que puede contener tripletes AUG, elementos de estructura
secundaria estables y potenciales marcos de lectura abierta (Kochetov, 2008;
Vaughn et al., 2012). En los ultimos afos, los uUORFs han emergido como un
componente importante en el mecanismo de la regulacién de la traduccién. Estos
elementos ocurren en el 20-50% de los transcritos de los eucariontes y se estima
que aproximadamente la mitad de los MRNAs de humano y de ratén contienen al
menos un UORF (Kochetov et al., 2008; Calvo et al., 2009). En las plantas como
Arabidopsis y el arroz, los uUORFs estan presentes en un 30% y en un 24% de sus
MRNAs, respectivamente (Shashikanth et al., 2008).

A pesar de su amplia distribucion, la funcion de los uORFs en las plantas ha
sido estudiada solo en unos cuantos casos; en los cuales, el control traduccional
del ORF principal mediado por el uORF generalmente es modulado por una
pequefia molécula sefalizadora (Jorgensen y Dorantes-Acosta, 2012). En este
sentido, tres ejemplos son conocidos, el factor de transcripciéon bZIP11,
traduccionalmente regulado por la sacarosa (Rahmani et al., 2009); la N-
metiltransferasa fosfoetanolamina, regulada traduccionalmente por fosfocolina
(Alatorre-Cobos et al., 2012); y la SAMDC, regulada traduccionalmente por
poliaminas (Hanfrey et al., 2005; lvanov et al., 2010).

Las poliaminas, Spd y Spm son oxidadas por las PAOs a través de una ruta
de catabolismo terminal o de una ruta de inter-conversion de las poliaminas
(Moschou et al., 2008; Takahashi et al., 2010; Fincato et al., 2011). Las PAOs
regulan los niveles intracelulares de poliaminas, y a través de sus productos de
reaccion participan en diversos procesos fisiolégicos como la sefalizacion, el

desarrollo y la respuesta al estrés (Angelini et al., 2010; Wu et al., 2010).
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Los genes de las PAO son regulados transcripcionalmente por diferentes
estimulos que incluyen el desarrollo, la respuesta al estrés, y las fitohormonas
(Lim et al., 2006; Alcazar et al., 2011; Fincato et al., 2011). Por otra lado, aun no
estan bien descritos los mecanismos post-transcripcionales que regulan a las
PAOs.

El genoma de A. thaliana contiene cinco genes (AtPAO7-AtPAOS) que
codifican para PAOs (Tavladoraki et al., 2006; Moschou et al., 2008). De estos, los
transcritos de AfPAO2 y AtPAO3 tienen un uORF en la region 5°-UTR (Hayden y
Jorgensen, 2007). Sin embargo, hasta ahora su funcibn como elementos
regulatorios de las AtPAOs no habia sido demostrada. En este estudio, mostramos
evidencias que sugieren que el uUORF de AfPAQOZ2 participa en la regulacidon
traduccional del gen. Ademas, describimos la presencia de uORFs conservados
en los genes PAO de las diferentes especies de plantas analizadas.

Fincato y colaboradores (2011) han propuesto que los genes AtPAO2,
AtPAO3 y AtPAO4 derivan de un ancestro comun. En concordancia con lo
anterior, encontramos que ademas de los uORFs descritos en los transcritos de la
AtPAO2 y de la AtPAO3 (Hayden y Jorgensen, 2007); el transcrito de AtPAO4
presenta dos UORFs, AtPAO4u1 y AtPAO4u?2 que codificarian un péptido predicho
de 50 y 6 aminoacidos, respectivamente.

El péptido AtPAO4u1 predicho comparte el 17% de identidad con AtPAO2u
(55 aminoacidos) y el 24% con AtPAO3u (68 aminoacidos), mientras que
AtPAO2u y AtPAO3u comparten una identidad del 44%. Por otro lado, en los
genes AtPAO1 y AtPAQOS5, que divergen mas de la subfamilia de genes AtPAO2-
AtPAO4, no identificamos uORFs.

La posible funcién regulatoria del uORF de AtPAO2 de A. thaliana fue
evaluada utilizando el gen reportero GUS bajo el control del promotor nativo
AtPAO2 y bajo el control del promotor constitutivo CaMV 35S. Plantas de
Arabidopsis portando la construccion AtPAO2prom-uORF::GUS fueron
denominadas lineas uORF, y aquellas portando la construccion AtPAO2prom-no-
UORF::GUS como lineas no-uORF. Los germinados de las lineas uORF mostraron

una débil expresién de GUS, localizada principalmente en el meristemo del apice.
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Estos resultados estan en concordancia por lo reportado por Takahashi y
colaboradores (2010) y Fincato y colaboradores (2012), quienes observaron que
AtPAOZ2 presenta una expresion tiempo-tejido especifica, siendo baja en estadios
tempranos del desarrollo. Contrariamente, las lineas no-uORF muestran una
fuerte expresion de GUS. Estos resultados sugieren que el uORF afecta
negativamente la expresion del gen reportero.

Como se ha reportado, en algunos casos la funcion regulatoria de un uORF
es mediada por una molécula sefializadora (Jorgensen y Dorantes-Acosta, 2012).
Por ello, germinados de las lineas uORF y no-uORF fueron tratados con diferentes
poliaminas (Put, Spd y Spm) a concentraciones de 0 y 100 uM durante 3 dias.
Bajo las condiciones control (MS 0.5x), las lineas uORF mostraron una baja
expresion de GUS (15.63 pmol 4-MU mg'min™). Notablemente, cuando estas
plantas fueron tratadas con Spd y Spm se observé un incremento en la actividad
de GUS de 20.13 y 18.97 pmol 4-MU mg'min™", respectivamente. Ademas, el
tratamiento con Put, precursor de las poliaminas superiores, también caus6 un
incremento en la actividad de GUS (18.68 pmol 4-MU mg'min™). La linea no-
uORF tratada con poliaminas también mostré un incremento en la actividad de
GUS.

Por otro lado, las plantas de las lineas uORF y no-uORF también fueron
tratadas con MGBG , un inhibidor competitivo de la SAMDC, a concentraciones de
0, 1, 2 y 4 mM durante 2 dias. En las plantas de las lineas uORF la actividad de
GUS disminuyd con el incremento en la concentracion de MGBG, alcanzando una
reduccién de aproximadamente 53.37% en el tratamiento de MGBG 4 mM. En las
plantas de las lineas no-uORF se observé una disminucién menor en la actividad
de GUS con una reduccién de aproximadamente 22.35y 26.03% a 2 y 4 mM de
MGBG, respectivamente. En conjunto, estos resultados sugieren una regulacion
mediada por el uUORF dependiente de los niveles de las poliaminas.

Para excluir una regulacion mediada por los elementos localizados en el
promotor AtPAO2, el uORF fue evaluado bajo el promotor constitutivo 35S. En
comparacién con los germinados 35S::GUS que muestran la fuerte senal

caracteristica del gen reportero GUS bajo el promotor 35S, los germinados de la
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linea 35S-UTR::GUS mostraron una disminucion en la sefal de GUS
principalmente en el meristemo del apice y en los cotiledones. Adicionalmente, las
lineas 35S-UTR::GUS y 35S::GUS fueron tratadas con poliaminas (1 y 100 yM) y
MGBG 2mM . Estos experimentos mostraron que en las plantas de las lineas 35S-
UTR::GUS las poliaminas causaron un incremento en la sefal de GUS, en
comparacion con las plantas no tratadas. En concordancia, el tratamiento con
MGBG caus6 una notable disminucion en la sefial de GUS en las lineas 35S-
UTR::GUS. En los germinados de la linea 35S::GUS, el tratamiento con
poliaminas no caus6 cambios significativos en la sefial de GUS, y con MGBG solo
se observé una disminucion en la sefial de GUS en el meristemo del apice.

El efecto del uORF sobre el gen reportero GUS podria reflejar la regulacion
mediada por el uORF de la AtPAOZ2 in vivo. Es posible, que cuando los niveles de
poliaminas son altos el complejo de pre-inicio 43S ignore el uUORF e inicie la
traducciéon del ORF de AfPAQO2, llevando a una disminucion en los niveles de Spd
y Spm debido a la actividad PAO. Por otro lado, cuando los niveles de poliaminas
son bajos, el UORF podria ser reconocido por los ribosomas causando una
represion traduccional del ORF principal (Fig. 5).

El control traduccional mediado por las poliaminas en asociacion con los
elementos que actuan en cis y/o trans parece no estar limitado a los genes del
metabolismo de las poliamianas. En este sentido, Imai y colaboradores (2006) han
sugerido que la termoespermina bloquea el efecto inhibitorio de un uORF presente
en el 5-UTR del gen SAC51, el cual codifica un factor de transcripcién del tipo
bHLH. Por otro lado, Mandal y colaboradores (2013) reportaron que una reduccion
en los niveles de Spd y Spm causa una disminucién en la sintesis de proteinas y
en el crecimiento celular. Debido a que en estas células no se identificaron
polisomas, los autores sugieren que dicho efecto se debe a un bloqueo en el inicio
de la traduccidn. Por lo tanto, los resultados obtenidos en la presente investigacion
se suman a la evidencia que sugiere el importante papel de las poliaminas como
reguladores traduccionales.

Por otro lado, debido a que el 93% (52 de 56) de los genes PAO analizados

tienen al menos un uORF, es posible que dichos elementos jueguen un papel

46



M. en C. Maria de la Luz Guerrero Gonzalez

importante en la regulacion de los genes PAO. Ademas, que los péptidos
predichos de los UORFs se encuentren conservados en diferentes especies de
plantas soporta la idea de una funcion regulatoria de dichos elementos.

La presencia de los uORFs tanto en los genes de la biosintesis como en los
del catabolismo de las poliaminas sugiere un control estricto en los niveles de
poliaminas. A su vez, las poliaminas podrian actuar como reguladores
traduccionales de genes implicados en diversos procesos fisioldgicos, asi como
reguladores de la traduccién en general (lvanov et al., 2010).

En conclusion, las evidencias aqui presentadas indican que el uORF de
AtPAQO2 ejerce una funcién regulatoria mediada por los niveles de poliaminas.
Ademas, el hecho de que los uUORFs se encuentren ampliamente distribuidos en
los genes PAO sugiere que estos elementos constituyen un mecanismo

importante de regulacion traduccional de dichos genes.

Niveles altos de poliaminas

43S

10 nt

S ——— UuORF — PAO2 3

168 pb

Niveles bajos de poliaminas

43S /W

10 nt

S ———— UORF —— PAO2 3

168 pb

Figura 5. Un modelo hipotético del mecanismo de regulacién mediado por el uORF
de AtPAO2. EI ORF de la PAO2 esta representado por una flecha, el ovalo representa al
complejo de pre-inicio 42S y el UORF esta representado por un rectangulo.
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ANEXOS

1. MATERIALES Y METODOS

Identificacién de los genes ortélogos de las PAOs

Para identificar a los genes ortélogos a AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4 se analizaron
24 genomas de plantas, que incluyen 17 dicotiledoneas (Aquilegia coerulea,
Arabidopsis lyrata, A. thaliana, Capsella rubella, Citrus clementina, C. sinensis,
Eucalyptus grandis, Glycine max, Manihot esculenta, Medicago truncatula,
Mimulus guttatus, Phaseolus vulgaris, Populus trichocarpa, Prunus persica,
Ricinus communis, Thellungiella halophila y Vitis vinifera), 6 monocotiledoneas
(Brachypodium distachyon, Hordeum vulgare, Oryza sativa, Setaria italica,
Sorghum bicolor y Zea mays) y la Briofita Physcomitrella patens. La busqueda de
los ortélogos se llevo a cabo usando el programa BLASTP en las bases de datos,
NCBI (National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nim.nih.gov),
Phytozome (www.phytozome.net), TAIR (The Arabidopsis Information Resource;
www.arabidopsis.org), GRAMENE (GRAMENE, A Comparative Mapping Resource
for Grains; www.gramene.org), MaizeGDB (Maize Genomics and Genetics
Database; www.maizegdb.org/) y PlantGl (The Plant Gene Index;
compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html). Solo aquellas secuencias con E-values
<10 y con al menos 65% de identidad fueron consideradas como los posibles

ortdlogos.

Identificacién de los uORFs en los genes PAO y analisis in silico de las

secuencias

La prediccion de los uORFs se hizo utilizando el programa EditSeq (DNASTAR
Lasergene, Madison, WI, USA). Se defini6 como un uORF aquella secuencia
constituida por un coddn de inicio (AUG) localizado en el 5-UTR, por un codén de

paro en el mismo marco de lectura que el AUG y por al menos un codon diferente
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a los de paro. En los casos en que mas de un uORF fue identificado, se definio
como UuORFs primarios a aquellas secuencias con mayor identidad en su
secuencia de aminoacidos a los uORFs de las PAOs de A. thaliana. Los
alineamientos multiples de los posibles péptidos codificados por los uUORFs fueron
hechos utilizando el programa T-Coffee (version 6.18) con la matriz Blosum62 en
la base de datos del EBI (European Bioinformatics Institute, Cambridge, UK;
www.ebi.ac.uk). Los residuos de aminoacidos conservados fueron marcados
utilizando el servidor BoxShade version 3.21 (www.ch.embnet.org). Los
alineamientos pareados entre las secuencias de los posibles péptidos codificados
por los UORFs fueron realizados usando el programa Needle (Needleman-Wunsch
global alignment algorithm) en la base de datos del EBI. Los analisis filogenéticos
fueron realizados con el método de Parsimonia del software PHYLIP 3.67
(Felsenstein et al., 1989). La prediccion de los posibles sitios de modificaciones
post-traduccionales en los péptidos codificados por los uORFs fue obtenida
empleando el programa Motif Scan (myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan) en las
bases de datos Scansite Motif Scanner (scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml) y

Expasy Bioinformatics Resource Portal.
Generacion de las construcciones

Para la transformacion de A. thaliana fueron generadas las siguientes
construcciones: AtPAO2prom-uORF::GUS, AtPAO2prom-no-uORF::GUS,
35S::GUS y 35S-UTR::GUS. La construccion AtPAO2prom-uORF::GUS consistio
de 2442 pb, que incluyen 2000 pb de la regién promotora mas 442 pb de la region
5°-UTR del gen AtPAO2 (Guerrero-Gonzalez et al., 2014; Fig. 4A). Este fragmento
fue amplificado por PCR, utilizando como molde DNA gendmico de A. thaliana, los
oligonucleétidos PAO2-Fw 5 -TCAGAATCTATTTAGCAATAATTGAG-3" y PUORF-
Rv 5-GATTTTTTTTTCAATTGATCAAACGAT-3" y la DNA polimerasa Phusion
(Thermo Scientific). El fragmento de 2442 pb fue clonado en el vector de entrada
pCR®8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y posteriormente sub-clonado
en el vector binario pKGWFS7.0 (Karimi et al., 2002) rio arriba del ORF de la -
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glucosidasa (GUS) utilizando el sistema de recombinacion GATEWAY. Para
generar la construccion AtPAO2prom-no-uORF::GUS (Guerrero-Gonzalez et al.,
2014; Fig. 4B), la cual carece del uORF, se amplifico por medio de PCR un
fragmento de 2264 pb (2000 pb del promotor del gen A{PAO2 mas 264 pb del 5°-
UTR) utilizando los oligonucleétidos PAO2-Fw y PUTR-Rv 5'-
GCGATTTTCTTCAGGATTTTTAA-3". El producto de PCR fue clonado rio arriba
del gen reportero GUS, siguiendo la metodologia descrita anteriormente.

Para la obtencion de la construcciéon 35S-UTR::GUS (Guerrero-Gonzalez et
al., 2014; Fig. 4C) se empleé como molde el plasmido AtPAO2prom-uORF::GUS y
los oligonucledtidos UTRPAO2-Fw 5°-CCAAAGCCTAAAAAATCCGACC-3" vy
GUS-stop 5-TTATTGTTTGCCTCCCTGCTGCGG-3" los cuales amplifican un
fragmento de 3010 pb que comprende el ORF del gen GUS y el 5'-UTR del gen
AtPAO2. Dicho fragmento fue clonado en el vector binario pMDC32 (Curtis y
Grossniklaus, 2003) rio abajo del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV). Como control se empled el vector 35S::GUS que contiene el
ORF del gen GUS bajo el control del promotor constitutivo 35S. El ORF del GUS
fue amplificado utilizando los oligonucleétidos 5-GUS 5'-
ATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACC-3’ y 3-GUS 5'-
TTATTGTTTGCCTCCCTGCTGCGG-3'.

Generacion de lineas reporteras de A. thaliana y condiciones de cultivo

Las células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens GV2260 fueron
transformadas de manera independiente con cada una de las construcciones:
AtPAO2prom-uORF::GUS, AtPAO2prom-no-uORF::GUS, 35S-UTR:GUS vy
35S::GUS. De las colonias de bacterias transformantes, se selecciond una colonia
para ser utilizada en la transformacion de plantas de A. thaliana Col-0 de 3
semanas de edad, mediante el método de infiltracién floral descrito por Clough y
Bent (1998). Este método consiste en infiltrar primordios florales de A. thaliana con

una suspension celular de A. tumefaciens, el cual que porta el gen de interés que
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sera transferido. El medio de infiltracion empleado contiene sales de Murashige
and Skoog (MS) al 0.22%, sacarosa al 5% y el surfactante Silwet L-77 al 0.005%.
Las semillas transformantes AtPAO2prom-uORF::GUS y AtPAO2prom-no-
UORF::GUS fueron seleccionadas en medio solido MS 0.5x conteniendo
kanamicina 50 ug/ml o higromicina para la seleccion de las transformantes 35S-
UTR::GUS y 35S::GUS. Las plantas transformantes fueron trasplantadas a suelo y
mantenidas en camara de crecimiento a 22 + 1°C y un fotoperiodo de 16 h luz
(13,000 lux)/8 h obscuridad hasta la obtencion de semillas. La presencia de la
construccion de interés en cada linea transformante fue confirmada por
amplificacion gendmica por PCR. Las plantas transformantes, portadoras de la
construccion AtPAO2prom-uORF::GUS fueron designadas como lineas uOREF,
mientras que aquellas portadoras de la construccion AtPAO2prom-no-uORF::GUS
fueron designadas como lineas no-uORF.

De cada linea reportera fueron analizadas al menos 6 lineas
independientes. De estas, las lineas 35S-UTR::GUSL1, -L2, y -L7; 35S::GUS;
UORF-L4 y -L7; y no-uORF -L1 y -L2 fueron seleccionadas para los experimentos

siguientes.

Transformacion transitoria en monocapas de cebolla

Las células epidérmicas de cebolla (Allium cepa L.) fueron transformadas
transitoriamente con las construcciones 35S-UTR::GUS o 35S::GUS de acuerdo al
protocolo descrito por Feng y colaboradores (2009), con algunas modificaciones.
Brevemente, las células de A. tumefaciens GV3101 previamente transformadas
con las construcciones 35S-UTR::GUS o 358S::GUS fueron suspendidas en medio
liquido MS 0.5x conteniendo MgCl, 10 mM y acetosiringona 50 mM vy llevadas a
una ODgyo de 1.0. Las monocapas de cebolla fueron inmersas en la suspension
bacteriana durante 2 h y mantenidas en oscuridad a 22 + 1°C. Después del co-
cultivo, las monocapas transitoriamente transformadas fueron transferidas a medio
liquido MS 0.5x e incubadas en oscuridad por 12 h a 22 + 1°C. Al término del

tiempo, las monocapas fueron sujetas a la tincién histoquimica de GUS como se
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describe en la seccion “Analisis histoquimico y fluorométrico de la actividad de
GUS”.

Aplicacion exdgena de poliaminas y del inhibidor MGBG

Las semillas de cada linea transformante fueron esterilizadas superficialmente con
una solucién al 20% de NaClO durante 6 min. Después de 6 lavados con agua
destilada estéril las semillas fueron sembradas en cajas de Petri con medio
nutritivo MS conteniendo 1.5% (p/v) de sacarosa, 1% (p/v) de agar y kanamicina
50 ug/mL o higromicina. Para la estratificacion de las semillas, las placas fueron
mantenidas a 4°C durante 2 dias y después incubadas en una camara de
crecimiento a 22 + 1°C con un fotoperiodo de 16 h luz (13 000 lux)/8 h obscuridad
durante 1 semana.

Treinta plantulas de 1 semana de edad de las lineas reporteras uUORF y no-
uORF fueron transferidos a medio sdlido MS 0.5x suplementado con cada
poliamina (Put, Spd y Spm) a 100 uM. Posteriormente se incubaron durante 3
dias en camara de crecimiento a 22 + 1°C. El tratamiento con metilglioxal bis
(guanilhidrazona) (MGBG), un inhibidor de la SAMDC, consistié en lo siguiente,
germinados de 9 dias de edad fueron transplantados a medio sélido MS 0.5x
conteniendo MGBG 1, 2 y 4 mM y se incubaron en camara de crecimiento a 22 +
1°C por 2 dias.

Plantulas de 1 semana de edad de las lineas reporteras 35S-UTR::GUS y
35S::GUS fueron transferidas a medio liquido MS 0.5x suplementado con cada
poliamina (Put, Spd y Spm) 1y 100 uM o con MGBG 2 mM y mantenidas en una
camara de crecimiento a 22 + 1°C durante 1 dia. Como control, en todos los
tratamientos, se emplearon germinados de cada linea reportera crecidos en medio
MS 0.5x sin poliaminas o MGBG. Al cabo de cada tratamiento, las plantulas fueron
sometidas a la tincién histoquimica de la actividad de GUS de acuerdo al protocolo

descrito posteriormente.
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Andlisis RT-PCR

Después de cada tratamiento, se extrajo el RNA total de las plantulas de las lineas
UORF, no-uORF, 35S-UTR::GUS y 35S::GUS utilizando el reactivo Concert®
(Invitrogen). En seguida, para eliminar el DNA contaminante el RNA total fue
tratado con DNasa | (Invitrogen) y cuantificado en un espectrometro NanoDrop
ND-1000 UV-Vis (NanoDrop Technologies). La sintesis del cDNA fue hecha a
partir de 1 pug de RNA total por muestra utilizando el kit SuperScript II"?
(Invitrogen). De cada muestra de cDNA se amplifico un fragmento de 141 pb del
transcrito de GUS utilizando los  oligonucleétidos Fw-GUS  5°-
GAATACGGCGTGGATACGTTA-3’ y Rv-GUS 5-
ATTCCATACCTGTTCACCGAC-3". Como control interno, se amplificaron
simultdneamente 100 pb de los transcritos de la Actina 2 (ACT2, At3g18780) y
Actina 8 (ACTS8, At1g49240) de A. thaliana. Diez uL de cada producto de PCR
fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% (p/v), tefidos

con bromuro de etidio y visualizados con el software Doc-It°LS.
Andlisis histoquimico y fluorométrico de la actividad de GUS

La localizacién histoquimica de la actividad de GUS en las lineas reporteras de A.
thaliana uORF, no-uORF, 35S-UTR::GUS y 35S::GUS, asi como de las
monocapas de cebolla transformadas con las construcciones 35S-UTR::GUS y
35S::GUS fue analizada de acuerdo al protocolo descrito por Jefferson (1987).
Después de cada tratamiento, las plantulas o las monocapas de cebolla fueron
incubadas a 37°C toda la noche con el buffer de reaccion de GUS [X-Glu (5-
bromo-4-cloro-3-indol B-D-glucuronido) 0.5 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, pH
7.0, ferricianuro de potasio 0.5 mM, ferrocianuro de potasio 0.5 mM, Triton X-100
0.1%, EDTA10 mM]. Al término de la incubacion las plantas fueron sometidas a un
proceso de aclaracion para remover la clorofila segun el método descrito por

Malamy y Benfey (1997). Las imagenes fueron generadas utilizando una camara
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Moticam 2500 de 5.0 M pixeles acoplada a un microscopio MOTIC modelo BA-300
y procesadas con el software MOTIC version 2.0.

En los germinados de las lineas reporteras uUORF y no-uORF se determind
la actividad de GUS de acuerdo al método fluorométrico descrito por Jefferson
(1987). Después de cada tratamiento, los germinados de las lineas uORF y no-
uORF fueron molidos y homogeneizados utilizando 500 yL de buffer de extraccion
de proteinas (NaPO4 50 mM pH 7.0, DTT 10 mM, Na,EDTA 10 mM, sarcosina
0.1%, Triton X-100 0.1%) y centrifugados a 13 000 rpm durante 10 min. La
concentracion de proteina total de cada muestra fue determinada por el método de
Bradford (1976). Para la determinacion de la actividad enzimatica de GUS, 10 pyL
de cada extracto vegetal fueron incubados durante 1 h a 37°C en 90 uL de buffer
de extraccién conteniendo MUG (4-metilumbeliferil-B-D-glucuronido) 1 mM. Al
termino del tiempo, cada reaccion fue finalizada con 1.9 mL de Na,CO3; 0.2 My la
fluorescencia generada por el producto de la reaccién, la 4-metilumbeliferona (4-
MU), fue leida en un fluorometro Hoefer DyNA Quant 200 con una longitud de
excitacion y emision de 365 nm y 460 nm, respectivamente. Para cada muestra, la
actividad enzimatica fue medida por triplicado y expresada como pmol 4-MU min”
'mg™ proteina. Las diferencias estadisticas entre cada medicion fue determinada
por ANOVA de dos vias.
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