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Resumen

Las poliaminas (PAs) son metabolitos ubicuos cargados positivamente que
desempefan actividades distintas en procesos celulares fundamentales. La
enzima arginina descarboxilasa (ADC) lleva a cabo la produccién de la
agmatina a partir de arginina, la agmatina es el precursor de la primera PA, la
cual es conocida como putrescina. La putrescina se convierte en las PAs
superiores, espermidina y espermina. La espermina sintasa (SPMS) cataliza la
formacion de la PA espermina. En este trabajo de tesis determinamos la
localizacion sub-celular de las enzimas AtADC1 y AtADC2 de Arabidopsis
thaliana y de la enzima ZmSPMS1 de Zea mays a través de fusiones
traduccionales con la proteina verde fluorescente (GFP), y la interaccion
proteina-proteina mediante la complementacion bimolecular por fluorescencia
(BiFC). Nuestros datos mostraron que las enzimas ADC de A. thaliana se
localizan en el citoplasma y en el cloroplasto, y son capaces de formar
homodimeros Es interesante mencionar que encontramos la formacion de
heterodimeros entre AtADC1 y AtADC2. También, demostramos que la enzima
ZmSPMS1 de maiz interactua consigo misma en el citoplasma. Con el fin de
obtener una mejor comprension de la oligomerizacién de la ZmSPMS1, se
generaron construcciones truncas en esta proteina. Encontramos que la
delecién de la region C-terminal de la ZmSPMS1 abate su dimerizacion.
Ademas, la versién trunca recombinante fue incapaz de generar espermina en
la bacteria Escherichia coli. Estos datos sugieren que estas tres enzimas
AtADC1, AtADC2 y ZmSPMS1 pueden actuar en complejos para regular su
actividad enzimatica y su estabilidad. Finalmente, la localizaciéon sub-celular
especifica de estas enzimas implica que la biosintesis de PAs se lleva acabo
en diferentes compartimentos de la célula y esto sugiere funciones especificas
de cada poliamina.

Palabras clave: poliaminas, arginina descarboxilasa, espermina sintasa,

oligomerizacion, localizacion sub-celular.



Abstract

Polyamines (PAs) are ubiquitous positively charged metabolites that play an
important role in fundamental cellular processes. The arginine decarboxylase
enzyme (ADC) catalyzes the production of agmatine from arginine, which is the
precursor of the first PA known as putrescine. After, putrescine is turned into the
higher PAs, spermidine, and spermine; in turn, spermine synthase (SPMS)
catalyzes the formation spermine. In the present study, we examined the sub-
cellular localization of AtADC1, AtADC2, and ZmSPMS1 enzymes from
Arabidopsis thaliana and Zea mays, respectively, through green fluorescence
protein (GFP) translational fusions and its dimerization was evaluated using a
Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) approach. First, our A.
thaliana ADC data revealed that these enzymes are cytosolic and chloroplastic
proteins able to form homodimers with the same localization. Interestingly, we
found the formation of AtADC1/AtADC2 heterodimers. Second, we
demonstrated that the Z. mays ZmSPMS1 enzyme interacts with itself in the
cytoplasm. In order to gain a better understanding of ZmSPMS1 protein
interaction, two truncated constructs of ZmSPMS1 protein were generated. We
found that the deletion of C-terminal ZmSPMS1 region dramatically abated the
ZmSPMS1-ZmSPMS1 protein interaction. We found that the C-terminal
ZmSPMS1 truncated version fail to generate spermine in Escherichia coli cells.
These data suggest that these three AtADC1, AtADC2, and ZmSPMS1
enzymes can act as complexes to regulate its enzymatic activity and protein
regulation, also the specific localization of these enzymes indicates that
biosynthesis takes place in different compartments suggesting specific
functions of each polyamine.

Keywords: polyamines, arginine decarboxylase, spermine synthase,

oligomerization, and sub-cellular localization.
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l. Introduccioén

1.1. Las Poliaminas y su importancia en las plantas

Las poliaminas (PAs) son policationes nitrogenados alifaticos de bajo peso
molecular, y su ruta biosintética esta conservada con pequefias variaciones en
todos los organismos vivos (Handa y Mattoo, 2010). La funcidn biolégica de las
PAs fue inicialmente asociada con su capacidad de unirse a diferentes
macromoléculas anionicas, como DNA, RNA, cromatina y proteinas, esto
sugiere un papel estructural (Kusano et al., 2008). Las PAs también han sido
implicadas en muchos procesos celulares fundamentales como en: la
regulacion de la expresion génica, la traduccidn, la divisién y la diferenciacion
celular, asi como también, en el funcionamiento de ciertos canales i6nicos
(lgarashi y Kashiwagi, 2000; Childs et al., 2003; Pottosin et al., 2014).

En plantas, los PAs mas abundantes son la diamina putrescina (Put), la
triamina espermidina (Spd), la tetramina espermina (Spm) y el isémero
estructural de la Spm denominado termoespermina (tSpm) (Knott et al., 2007).
Las PAs se pueden encontrar en formas libres o conjugados con acidos
hidroxicinamicos. Estos conjugados han sido implicados en las respuestas de
defensa contra patdgenos, en la destoxificacion de compuestos fendlicos, y
también como reserva intracelular de PAs (Grienenberger et al., 2009, Luo et
al., 2009). A la fecha, existen varios reportes que evidencian que cada PA
participa en funciones biologicas especificas, sin embargo, sus mecanismos de
accion aun no ha sido elucidados (Groppa y Benavides, 2008; Takahashi y
Kakehi 2009).

La biosintesis y catabolismo de PAs esta asociada con el crecimiento y en las
respuestas a estimulos ambientales externos (Flores y Galston 1982; Moschou
et al., 2008). En plantas modelo como Arabidopsis thaliana, estudios de
genética molecular basados en plantas transgénicas y mutantes con
alteraciones especificas en genes que participan en la ruta de biosintesis de las
PAs proporcionaron pruebas convincentes que afirman la importancia de estas
aminas como moduladores criticos de diversos procesos fisiolégicos del
crecimiento (Kusano et al., 2008, Alcazar et al., 2010).



En A. thaliana, la biosintesis de Put es necesaria para el crecimiento y
desarrollo, participando en la elongacion del tallo, el inicio de la floracién y la
morfologia de la semilla (Sanchez-Rangel et al.,, 2016). La diamina Put es
esencial para la supervivencia, ya que mutantes de A. thaliana incapaces de
producir este polication no logran completar su desarrollo embrionaria (Urano et
al., 2005). En repuesta al estrés, la acumulacion de Put brinda tolerancia al
estrés por sequia y congelamiento en plantas de A. thaliana (Cuevas et al.,
2008; Alcazar et al., 2010). En especies de tabaco y en otras Solanaceas, la
diamina Put es sustrato para la sintesis nicotina y alcaloides tropano
relacionados con la defensa al ataque de herbivoros (Biastoff et al., 2009).

Una de las funciones mas estudiadas de la triamina espermidina (Spd) es su
participacion como precursor en la sintesis de la hipusina, que es un
aminoacido poco comun que se encuentra en eucariotes y en algunas especies
de arqueas (Jansson et al. 2000; Park, 2006). Hasta el momento se sabe que
la unica proteina que contiene hipusina es el factor de iniciacion de la
traduccidn eucaridtica 5A (elF5A). La hipusina es el resultado de una
modificacion post-traduccional poco comun, donde un grupo aminobutilo
proveniente de la Spd es transferido a la lisina localizada en la posicion 50
(Lys50) del elF5A. Esta modificacion es esencial para la funcion biolégica de
éste factor, que consiste en el transporte de mRNAs del nucleo hacia el
citoplasma (Chattopadhyay et al., 2003). La ausencia de Spd en plantas de A.
thaliana causa un efecto letal en el desarrollo del embridn, similar a lo

observado en mutantes de Arabidopsis deficientes de Put (Imai et al., 2004).

In vitro, la tetramina espermina (Spm) funciona como un agente secuestrador
de radicales libres y es capaz de proteger al DNA del dafio causado por
moléculas como el peroxido de hidrogeno (H202) (Ha et al.,, 1998). En A.
thaliana, la Spm esta implicada en las respuestas al estrés por sequia y
salinidad. La ausencia de este polication provoca a una lenta respuesta del
cierre estomatico durante el estrés por sequia (Yamaguchi et al., 2007). Es
conocido que las PAs, incluyendo la Spm, pueden modular la actividad de
ciertos canales iénicos, en especial los de Ca** y K* (Dobrovinskaya et al.,
2000; Pottosin y Shabala, 2014). Se conoce que cambios en la concentracion



citoplasmatica de Ca®" en las células guarda de los estomas en A. thaliana
estan involucrados en los procesos de cierre y apertura estomatica (Rob et al.,
2005). Esto sugiere que la Spm podria controlar el flujo de Ca?*, lo cual afecta

el movimiento estomatico.

La tetramina termoespermina (tSpm) se identificO por primera vez en las
bacterias termofilas y se relacion6 con la sintesis de proteinas en condiciones
ambientales extremas (Oshima, 2007). En A. thaliana, la tSpm esta relacionada
con la proliferacion de los vasos del xilema y la elongacion del tallo (Hanzawa
et al.,, 1997). La ausencia de este isomero de la Spm, en mutantes de A.
thaliana, presenta un fenotipo enano, el cual se atribuye principalmente a la
excesiva diferenciacion del xilema. Esto sugiere que la tSpm regula
negativamente el desarrollo del xilema a través de un proceso dependiente de
auxinas (Yoshimoto et al., 2012a,b; Tong et al. 2014).

1.2. Ruta de biosintesis de las Poliaminas

En las plantas, el primer paso para la biosintesis de PAs es la formacion de la
Put, y esta se lleva acabo por dos rutas: una via directa que utiliza la ornitina
como sustrato, y otra indirecta que emplea la arginina. En la via directa, la Put
se sintetiza a partir de la descarboxilacién de la ornitina, por medio de la
enzima ornitina descarboxilasa (ODC; EC 4.1.1.17). En la via indirecta, la Put
se sintetiza de la descarboxilacion de la arginina por la enzima arginina
descarboxilasa (ADC; EC 4.1.1.19). El producto intermedio de esta reaccion es
la agmatina que es subsecuentemente convertida en N-carbamoilputrescina
por la agmatina iminohidrolasa (AIH; EC 3.5.3.12) y finalmente en Put por la N-
carbamoilputrescina amidohidrolasa (NCPAH; EC 3.5.1.53). La Spd, la Spm y
la tSpm se sintetizan por la transferencia a la Put y Spd de un grupo
aminopropilo proveniente de la descarboxilacion de la S-adenosilmetionina
(SAM) se sintetizan por la accion de la S-adenosilmetionina descarboxilasa
(SAMDC; EC 4.1.1.50). Este proceso de trasferencia de grupos aminopropilos
es catalizado por las enzimas aminopropil transferasas, tales como la
espermidina sintasa (SPDS; EC 2.5.1.16), la espermina sintasa (SPMS; EC
2.5.1.22) y la termospermina sintasa (TSPMS; EC 2.5.1.79), respectivamente
(Fuell et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1. La ruta directa e indirecta de la biosintesis de las poliaminas.
ODC, ornitina descarboxilasa; ADC, arginina descarboxilasa; AlH, agmatina
iminohidrolasa; NCPAH, N-carbamoil-putrescina amidohidrolasa; SAMDC, S-
adenosilmetionina descarboxilasa; SPDS, espermidina sintasa; SPMS,

espermina sintasa; TSPMS, termoesperimina sintasa.

En el genoma de A. thaliana se han identificado 12 genes responsables para la
biosintesis de PAs. Para la sintesis de Put, existen dos copias de gen ADC
(AtADC1 y AtADC?2), un gen para la AlH y otro para la NCPAH, cuatro copias
para la SAMDC (AtSAMDC1 a 4), dos copias para la SPDS (AtSPDS1 y
AtSPDS?2), una sola copia para la SPMS y para la TSPMS (Kusano et al.,
2008).

1.3. Homeostasis de las Poliaminas

La modulacién de los niveles de poliaminas en respuesta al estrés se ha
observado en diferentes especies de plantas (Bouchereau et al., 1999, Walters
2003, Groppa y Benavides 2008; Kusano et al. 2008; Alcazar et al. 2010). A
menudo esta regulacién se acompafa de cambios en los niveles de expresion
de genes implicados en la biosintesis de PAs (Alcazar et al. 2010). Sin
embargo, la sintesis de estos policationes también esta controlada a otros



niveles, como el post-transcripcional, traduccional y post-traduccional
(Carbonell y Blazquez, 2009).

Durante las etapas del desarrollo temprano en A. thaliana, la actividad del
promotor de gen AfADC1 es baja; sin embargo, esta se incrementa
considerablemente en las raices y en las hojas de plantulas de dos semanas
de edad bajo estrés por frio (Hummel et al., 2004). Por el contrario, la actividad
del promotor del gen AtADC2 esta mas relacionada con la germinacién de las
semillas, el desarrollo de raices y hojas, y también este puede responder a
presencia de luz, sacarosa y etileno (Hummel et al., 2004). El analisis de los
promotores de los genes AtADC1 y AtADCZ2 mostro diferencias sorprendentes,
tales como la presencia de elementos reguladores en cis, como elementos de
regulacion especifica del polen, elementos de respuesta a baja temperatura,
elemento sensible a la sacarosa, elementos de respuesta a la deshidratacion, y
la presencia de un elemento transponible en el promotor del gen AtADC1 (El
Amrani et al., 2002). Ademas, las mutantes sencillas en los genes adc? y adc2
de A. thaliana exhibieron sensibilidad al estrés por congelamiento y la adicidon
de Put exdgena revirtio este efecto de sensibilidad (Cuevas et al., 2008).
Ademas, la acumulacién de Put confiere tolerancia a la sequia en plantas de A.
thaliana que sobre-expresan el gen AtADCZ2 (Alcazar et al., 2010).

Por otro lado, el metabolismo de las PAs superiores (Spd y Spm) se regula a
través del control de la traduccion de la enzima SAMDCH1. Esta regulacion se
lleva acabo por medio de dos pequefios marcos de lectura abiertos (UORF)
localizados en el extremo 5 -UTR del RNA mensajero de la SAMDC (lvanov et
al., 2009). Estos uORFs controlan la traduccion de la SAMDC1 dependiente de
los niveles de PAs (Franceschetti et al., 2001; Hanfrey et al., 2005; Ivanov et
al., 2010). Ademas, la AtSAMDC1 de A. thaliana contiene una secuencia de
degradacion proteolitica tipo PEST [regiones ricas en prolina (P), acido
glutamico (E), serina (S) y treonina (T)], las cuales estan presentes en
proteinas de vida media corta (Rogers et al., 1986; Zhang et al. 2011).

Ademas, se conoce que la homeostasis de la Spm esta regulada a nivel de su
biosintesis a través de la actividad de la enzima espermina sintasa (SPMS), y

por medio de las enzimas poliamino oxidasas que catalizan la desaminacion



oxidativa de la Spm (Guerrero-Gonzalez, et al, 2014; Ahou et al., 2014). La
dimerizacion de las enzimas aminopropil transferasas esta relacionada a su
actividad enzimatica y la estabilidad de la proteina (Korolev et al., 2002, Wu et
al., 2008).

1.4. Catabolismo de Poliaminas

Se ha demostrado que las PAs pueden ser catalizadas a través de dos clases
de enzimas, denominadas diaminas oxidasas (DAOs) dependientes de cobre y
poliaminas oxidasas (PAOs) dependientes de flavin adenin dinucleétido (FAD)
(Cona et al., 2006). Los DAOs catalizan la oxidacion de Put produciendo 4-
aminobutanal, peroxido de hidrogeno (H2O2) y amoniaco (Moschou et al.,
2008). Adicionalmente, las enzimas DAO de A. thaliana también pueden utilizar
Spd como sustrato (Planas-Portell et al., 2013). En A. thaliana hay al menos 10
genes que codifican para enzimas tipo DAO, de los cuales cuatro de estos ya
se encuentran caracterizados (AtAO1, AtCuAO1, AtCuAOZ2 y AtCuAQOJ3). Estos
genes presentan un perfil de expresidon diferente en respuesta a tratamientos
exdgenos, tales como la aplicacion de acido abcisico, jasmonato, acido
salicilico, flagelina y por heridas (Mgller y McPherson, 1998, Planas-Portell et
al., 2013). Ademas, AtCuAO1 y AtAO1 son proteinas extracelulares, mientras
que AtCuAO2 y AtCuAQO3 se localizan en los peroxisomas (Planas-Portell et al.,
2013).

En contraste las PAOs tienen una alta afinidad por Spd y Spm (Alcazar et al.,
2010). En la plantas, las PAO se dividen en dos grupos principales, el primer
grupo lleva acabo el catabolismo terminal de Spd y Spm para producir 1,3-
diaminopropano (DAP), H2O2, y N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal (Spm), o 4-
aminobutanal (Spd), (Cona y et al., 2006; Moschou et al., 2008). El segundo
grupo es responsable de las interconversiones de PA, en las que la Spm se
convierte de nuevo a Spd, y Spd a Put (Moschou et al., 2008; Mo et al., 2015).
En A. thaliana, hay cinco genes que codifican para enzimas PAO (AtPAO1 a
AtPAOS5) (Moschou et al., 2008). La AtPAO1, tiene una localizacion citosolica y
oxida preferentemente a la Spm y tSpm pero no Spd (Tavladoraki et al., 2006).
Las AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4 tienen una localizacion peroxisomal y forman

una subfamilia distinta que tiene una alta similitud entre si (Fincato et al., 2011),



estas enzimas oxidan tanto Spd como Spm (Moschou et al., 2008, Kamada-
Nobusada et al., 2008, Fincato et al., 2010). Finalmente, la enzima citosdlica
AtPAQS cataliza la interconversidon de tSpm en triamina espermidina (Fincato et
al., 2010; Kim et al., 2014).

1.5. Secuencias de degradacioén proteolitica tipo PEST

Las secuencias PEST son uno de los principales motivos en la degradacion de
proteinas eucariotas mediante la ruta ubiquitina/proteasoma 26S (Rogers et al.,
1986). Estas secuencias son definidas como regiones hidrofilicas de 10 o mas
aminoacidos enriquecidos en prolina (P), acido glutamico (E), acido aspartico
(D), serina (S) y treonina (T), las cuales estan flanqueados con los aminoacidos
cargados positivamente como arginina (R), histidina (H) y lisina (K) (Rogers et
al., 1986). Estos residuos contribuyen al enriquecimiento de regiones
desordenadas en las proteinas que las contienen (Singh et al., 2005). Debido a
la flexibilidad conformacional de las secuencias PEST su estructura secundaria
no ha sido resuelta; ademas, con base en su naturaleza hidrofilica, las
secuencias PEST posiblemente son regiones expuestas, bucles o extensiones
(Rechsteiner y Rogers, 1996; Singh et al., 2005, Gsponer et al., 2008), lo cual
les permite ser blanco de fosforilacion, ubiquitinacién y mediar la interaccion

proteina-proteina (Sandhu y Dash, 2006).

En plantas, la regulacion en las enzimas involucradas en la biosintesis o el
catabolismo de PAs ha sido poca explorada. Sin embargo, Zhang et al. (2011)
reportaron que una secuencia PEST presente en la enzima S-
adenosilmetionina descarboxilasa 1 de A. thaliana (AtSAMDC1) esta implicada
en su degradacion. Especificamente, durante la infeccion del virus BSCTV, la
proteina viral C2 interactua con la AtSAMDC1. Los autores siguieren que esta
interaccion detiene la degradacion proteolitica de la enzima AtSAMC1 con la
finalidad establecer un ambiente hipometilado que facilite la acumulacién viral.
Este mecanismo revela la importancia de las secuencias PEST en las enzimas

biosintéticas de PAs.



Il. Justificacion

Las PAs son vitales para diversos procesos celulares, por lo cual su
homeostasis esta controlada de manera estricta. El estudio de la degradacion,
los mecanismos de accion, la dimerizacién y la localizacién sub-celular de las
enzimas involucradas en la produccidon de PAs es de gran interés cientifico ya
contribuye a elucidar el papel de cada PA de acuerdo al compartimento celular

en el cual se sintetizan.

La degradacion de enzimas de biosintesis de PAs a través de secuencias
PEST no ha sido estudiada para enzimas de plantas. Durante mi trabajo de
maestria se caracteriz6 una secuencia PEST de la espermina sintasa
ZmSPMS1 de maiz. Posteriormente, durante mi doctorado se estudio la
interaccidn proteina-proteina y localizaciéon sub-celular del dimero de la
ZmSPMS1. Ademas, se determinaron las regiones implicadas en dicha
interaccion. Nuestros datos muestran que el domino de C-terminal, que
contiene la secuencia PEST, esta involucrado en la estabilidad de la
ZmSPMS1, la capacidad de homodimerizacion y regula su actividad
enzimatica. Estos datos contribuyen a explicar donde se lleva a cabo la sintesis
Spm y los mecanismos moleculares que regulan la produccién de este

policatién.

A pesar de la importancia de las arginina descarboxilasas AtADC1 y AtADC2
de A. thaliana, las cuales son las unicas enzimas que comienzan la sintesis de
PAs en A. thaliana, su localizacion sub-celular y su capacidad de formar
complejos enzimaticos de cada proteina es una pregunta relevante que
permanece sin respuesta. En este trabajo se exploré la localizacion sub-celular
in vivo de ambas proteinas AtADC1 y AtADC2, y también se estudio la

localizacion y formacion de complejos enzimaticos.



lll. Objetivo general

Determinar la dimerizacion y localizacion sub-celular in vivo de las enzimas
ZmSPMS1, AtADC1 y AtADC2.

Objetivos especificos:

Determinar si la secuencia PEST de la espermina sintasa 1 de maiz
(ZmSPMS1) funciona como una etiqueta de degradacion proteolitica.
Determinar si la proteina ZmSPMS1 de maiz es capaz de formar
homodimeros.

Identificar la localizacion sub-celular del homodimero de la ZmSPMS1
de maiz.

Analizar si las regiones N y C-terminal estan involucradas en la
interaccion ZmSPMS1-ZmSPMS1.

Determinar la localizacién sub-celular de las proteinas de A. thaliana
AtADC1 y AtADC2.

Examinar la capacidad para formar homo y heterodimeros entre las
proteinas de A. thaliana AtADC1 y AtADC2.



Capitulo 1

La secuencia de PEST de la espermina sintasa de maiz fusionada a la

proteina reportera GUS facilita su degradacién proteolitica.

Previamente, en nuestro grupo de investigacion Rodriguez-Kessler et al.
(2006), analizaron la respuesta de genes involucrados en la biosintesis de PAs
en hojas de maiz bajo estrés salino. Este trabajo muestra que el gen de la
espermina sintasa 1 (ZmSPMS1) se induce por este tipo de estrés. Ademas,
observaron que el contenido de Spm se incrementd considerablemente. La
enzima ZmSPMS1 difiere de sus ortélogos de dicotileddneas por una extension
de 31 residuos en su extremo C-terminal. Dicha extension se conserva entre
las espermina sintasas de especies monocotiledoneas y codifica para un
potencial sitio PEST involucrado en la degradacion especifica de proteinas via
la ruta ubiquitina/proteosoma 26S (Rodriguez-Kessler y Jiménez-Bremont,
2008; Rogers et al., 1986).

Posteriormente, un analisis de complementacion funcional con una mutante de
Saccharomyces cerevisiae incapaz de producir Spm, revelé que una version
trunca en el extremo C-terminal de la ZmSPMS1 fue capaz de complementar a
la mutante de levadura para producir Spm comparada con la version completa
(Rodriguez-Kessler et al., 2010). Este resultado sugiere que la ausencia de la
secuencia PEST genera una version funcional de la enzima ZmSPMS1 en

levadura.

Durante mi tesis de maestria caractericé la secuencia PEST de la ZmSPMS1
mediante una fusion entre el gen reportero de la B-glucoronidasa (GUS) y 123
pb del marco de lectura abierto del gen ZmSPMS1, los cuales codifican los
ultimos 40 residuos e incluyen la secuencia PEST. Esta fusion traduccional se
clon6é en el vector de expresion para plantas pMDC32, bajo el control del
promotor 2x35S. Posteriormente, la construccion pMDC32-GUS::PEST se
evaluo en un sistema de expresion transitoria en monocapas de cebolla y en
lineas transgénicas de A. thaliana. Nuestros datos revelaron que la secuencia
PEST de la enzima ZmSPMS1 condujo a la degradacion especifica de la
proteina reportera GUS en ambos sistemas de expresion.
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Para examinar si la fusion GUS::PEST se degrada via el proteosoma 26S, se
analizé su expresion en monocapas de cebolla en presencia del inhibidor del
proteosoma, MG132. En este experimento se observé un incremento en la
expresion de la sefial de GUS en el tratamiento con MG132. Estos resultados
sugieren que el proteosoma 26S puede estar involucrado en la degradacién de
la proteina ZmSPMS1 en monocapas de cebolla.

Durante mi primer afiio de doctorado analizamos si la disminucién en la sefial
de GUS en las plantas transgénicas de A. thaliana que expresan la fusion
GUS::PEST se debia a una degradacion via el proteosoma 26S. Para ello se
analizé la expresion de GUS en dichas plantas en presencia del inhibidor
MG132. Nuestro experimento reveld que la sefial GUS se recuperd en
presencia de MG132 en comparacion a las plantas de A. thaliana no incubadas
con dicho compuesto. Durante mi segundo afio de doctorado se publicé el
articulo titulado “A maize spermine synthase 1 PEST sequence fused to the
GUS reporter protein facilitates proteolytic degradation” en la revista Plant
Physiology and Biochemistry. Este trabajo constituye el primer reporte acerca

de una secuencia PEST funcional en una espermina sintasa de plantas.
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Polyamines are low molecular weight aliphatic compounds involved in various biochemical, cellular and
physiological processes in all organisms. In plants, genes involved in polyamine biosynthesis and
catabolism are regulated at transcriptional, translational, and posttranslational level. In this research, we
focused on the characterization of a PEST sequence (rich in proline, glutamic acid, serine, and threonine)
of the maize spermine synthase 1 (ZmSPMS1). To this aim, 123 bp encoding 40 amino acids of the C-

ﬁeyf’v‘”ds" | transf terminal region of the ZmSPMS1 enzyme containing the PEST sequence were fused to the GUS reporter
P]rzrg?opropy fansterases gene. This fusion was evaluated in Arabidopsis thaliana transgenic lines and onion monolayers transient
Polyamines expression system. The ZmSPMS1 PEST sequence leads to specific degradation of the GUS reporter

protein. It is suggested that the 26S proteasome may be involved in GUS::PEST fusion degradation in both
onion and Arabidopsis. The PEST sequences appear to be present in plant spermine synthases, mainly in

26S proteasome
Spermine synthase

monocots.

© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Spermidine and spermine synthase (SPDS; EC 2.5.1.16 and
SPMS; EC 2.5.1.22) belong to a class of aminopropyl transferase
enzymes that uses decarboxylated S-adenosylmethionine (dcSAM)
as substrate for the transfer of an aminopropyl group to a diamine
or triamine acceptor molecule producing the higher polyamines
(PAs) spermidine (Spd) and spermine (Spm), respectively
(Rodriguez-Kessler et al., 2010; Shao et al., 2012). Because of their
positive charge, PAs can bind to anionic molecules, such as DNA,
RNA, proteins, and chromatin. PAs act as regulatory molecules in
various cellular processes including cell division, synthesis of DNA
and proteins, gene expression, membrane stabilization, and the
functioning of certain ion channels (Igarashi and Kashiwagi, 2000;
Childs et al., 2003; Kusano et al., 2008; Zepeda-Jazo et al., 2011).

Due to these multiple functions, PA homeostasis is crucial and
must be strictly maintained by regulation of their biosynthesis,

* Corresponding author.
E-mail addresses: jbremont@ipicyt.edu.mx, jbremont@yahoo.com (J.F. Jiménez-
Bremont).
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catabolism, conjugation, and transport (Wallace et al., 2003;
Carbonell and Blazquez, 2009; Mattoo et al., 2010). In particular,
the biosynthesis of these polycations is controlled at transcrip-
tional, posttranscriptional, translational, and posttranslational level
(Malmberg and Cellino, 1994; Zhang et al., 2003; Rodriguez-Kessler
et al., 2006; Ivanov et al., 2009; Takahashi and Kakehi, 2010).

In mammals, intracellular levels of PAs are maintained through
proteolytic degradation of the first biosynthetic enzyme ornithine
decarboxylase (ODC; EC 4.1.1. 17), which catalyzes putrescine (Put)
synthesis (Pegg, 2006). Degradation of the ODC enzyme occurs
when it complexes with a protein known as "antizyme", thereby
exposing its C-terminus, which is a region rich in hydrophilic amino
acids, such as proline, glutamic acid, serine, and threonine (PEST)
(Li and Coffino, 1992, 1993a; 1993b). This PEST sequence is a target
for specific protein degradation via the 26S proteasome
(Rechsteiner and Rogers, 1996).

Recently, our research group characterized the maize SPMS1
(ZmSPMS1) enzyme, involved in Spm synthesis. In silico analysis of
ZmSPMST1 identified a potential PEST sequence in the C-terminus.
Later, in a functional complementation analysis using a mutant
strain of Saccharomyces cerevisiae unable to produce Spm (4spe4),
we found that only the truncated C-terminal version was able to
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Capitulo 2

Caracterizacion de la proteina ZmSPMS1: Evidencia de su dimerizacion y

su localizacion sub-celular.

Dado que se conoce que las proteinas que contienen secuencias PEST son
estables como homodimeros (Li y Coffino, 1993), determinamos si la proteina
ZmSPMS1 forma homodimeros mediante el sistema de dos hibridos (Y2H)
“split-ubiquitin” en S. cerevisiae. Ademas, confirmamos esta interaccion
mediante ensayos de complementacion Bimolecular de Fluorescencia (BiFC)
en hojas de Nicotiana benthamiana. Nuestros experimentos demostraron que
la enzima ZmSPMS1 es capaz de interactuar consigo misma en ambos
sistemas. Ademas, esta interaccion ZmSPMS1-ZmSPMS1 se localizé en el
citoplasma de las células epidérmicas de las hojas tabaco. Estos datos
concuerdan con la localizacién del homodimero de la SPMS de A. thaliana, que
se localiza también en el citoplasma de las células de las hojas de tabaco
(Belda-Palazon et al., 2012).

Nuestro siguiente paso fue determinar si el N- o C-terminal de la ZmSPMS1
participan en la formacién del homodimero mediante la construccion de dos
versiones truncas en el extremo N- y C-terminal de la ZmSPMS1 de maiz. Es
interesante mencionar que se reportd que la SMPMS de Homo sapiens es
capaz de interactuar consigo misma a través de su extremo N-terminal; sin
embargo, esta region no esta presente en las enzimas SPMS de hongos ni de
plantas (Wu et al., 2008). Para ello, nosotros disefiamos dos versiones truncas
en el extremo N- y C-terminal de la ZmSPMS1 de maiz. Nuestros datos
muestran que la eliminacion de los primeros 74 residuos del domino N-terminal
afectaron la formacion del dimero ZmSPMS1 en los sistemas de Y2H y BiFC.
Ademas, la eliminacion de la region C-terminal, que incluye la secuencia PEST,
resulté en la pérdida de la interaccion ZmSPMS1-ZmSPMS1 en ambos
sistemas. Estos sugieren que la region C-terminal de la ZmSPMS1, que
contiene la secuencia de PEST, es la que principalmente esta involucrada en

su homodimerizacion.
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Finalmente, dado que la bacteria E. coli carece de Spm (Panagiotidis et al.,
1987), se analiz6 la capacidad para sintetizar Spm con la version completa y
las versiones truncas en el extremo N- y C-terminal de la ZmSPMS1 en esta
bacteria. Observamos que las cepas que expresan la enzima ZmSPMS1
completa y la version trunca en el extremo N-terminal son capaces de sintetizar
Spm mientras que la construccién trunca en el extremo C-terminal de la
ZmSPMS1 no pudo hacerlo. Con estos resultados publicamos el articulo
cientifico titulado “Characterization of maize spermine synthase 1 (ZmSPMS1):
Evidence for dimerization and intracellular location” en la revista Plant

Physiology and Biochemistry.
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ABSTRACT

Polyamines are ubiquitous positively charged metabolites that play an important role in wide funda-
mental cellular processes; because of their importance, the homeostasis of these amines is tightly
regulated. Spermine synthase catalyzes the formation of polyamine spermine, which is necessary for
growth and development in higher eukaryotes. Previously, we reported a stress inducible spermine
synthase 1 (ZmSPMST1) gene from maize. The ZmSPMS1 enzyme differs from their dicot orthologous by a
C-terminal extension, which contains a degradation PEST sequence involved in its turnover. Herein, we
demonstrate that ZmSPMS1 protein interacts with itself in split yeast two-hybrid (Y2H) assays. A
Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) assay revealed that ZmSPMS1 homodimer has a
cytoplasmic localization. In order to gain a better understanding about ZmSPMS1 interaction, two
deletion constructs of ZmSPMS1 protein were obtained. The AN-ZmSPMS1 version, where the first 74 N-
terminal amino acids were eliminated, showed reduced capability of dimer formation, whereas the AC-
ZmSPMS1 version, lacking the last 40 C-terminal residues, dramatically abated the ZmSPMS1-ZmSPMS1
protein interaction. Recombinant protein expression in Escherichia coli of ZmSPMS1 derived versions
revealed that deletion of its N-terminal domain affected the spermine biosynthesis, whereas C-terminal
ZmSPMS1 truncated version fail to generate this polyamine. These data suggest that N- and C-terminal
domains of ZmSPMS1 play a role in a functional homodimer.

© 2015 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

and TSpm are synthesized by the action of aminopropyl transferase
enzymes, spermidine synthase (SPDS; EC 2.5.1.16), which converts

Polyamines (PAs) are ubiquitous molecules that have wide-
ranging function in a number of physiological processes (Handa
and Mattoo, 2010). The complexity of their metabolism and the
fact that PAs homeostasis is tightly regulated support the idea that
PAs are essential to cell survival (Moinard et al., 2005). In eukary-
otes, the most abundant PAs are putrescine (Put), and the higher
order PAs, such as spermidine (Spd) and spermine (Spm), all of
them with specific biological functions. Moreover, in archaea,
bacteria and plants, a structural isomer of spermine termed ther-
mospermine (TSpm) has been found (Knott et al., 2007). Spd, Spm,
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Put into Spd and spermine synthase (SPMS; EC 2.5.1.22) or ther-
mospermine synthase (TSPMS, ACL5; EC 2.5.1.79), that transforms
Spd into Spm or TSpm, respectively. The aminopropyl transferases
use decarboxylated S-adenosylmethionine as aminopropyl donor.
Because of their positive charge, PAs can bind to anionic molecules,
such as DNA, RNA, proteins, and chromatin; thus, PAs are impli-
cated in many critical cellular processes including cell division,
differentiation, replication, transcription, translation, enzymatic
activity alterations, membrane stabilization, and the functioning of
certain ion channels (Igarashi and Kashiwagi, 2000; Childs et al.,
2003; Kusano et al., 2008; Zepeda-Jazo et al., 2011).

In particular, Spm may function as a free radical scavenger,
protecting DNA from free radical attack (Ha et al., 1998). In mam-
mals, Spm synthesis is essential for normal growth and develop-
ment (Wang et al., 2004). In Arabidopsis thaliana, the AtSPMS gene is
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Capitulo 3

Homo y hetedimerizacion de las enzimas arginina descarboxilasa
(AtADC1 y AtADC?2) de Arabidopsis thaliana.

La enzima arginina descarboxilasa (ADC) lleva a cabo la produccién de
agmatina a partir de la arginina, y la agmatina es precursor para la sintesis de
la primera poliamina (PA), conocida como putrescina. En A. thaliana, la
produccion de PAs solo se lleva acabo a partir de arginina. En el genoma de A.
thaliana existen dos genes (AtADC1 y AtADC2) que codifican para enzimas
ADC. Ambos genes ADC son esenciales para el desarrollo correcto del
embrion en A. thaliana (Urano et al., 2005). El estudio de las enzimas AtADC1
y AtADC2 permitira entender el papel de las PAs durante el desarrollo de las

plantas.

La actividad del promotor del gen AtADC1 es baja durante el desarrollo
vegetativo temprano de A. thaliana, pero en condiciones de estrés por frio,
aumenta considerablemente en las raices y las hojas. Por el contrario, la
actividad del promotor AtADC2 esta mas relacionada con la germinacién de las
semillas, el desarrollo de raices y hojas, y también responde a los tratamientos
de luz, sacarosa y etileno (Hummel et al., 2004).

Reportes anteriores sobre la localizacion sub-celular de arginina
descarboxilasas revelaron que la ADC de la avena (Avena sativa) se localiza
en el interior del cloroplasto unido a membranas tilacoidales (Borrell et al.,
1995); y la ADC de tabaco tiene una localizacion tanto como en el nucleo y
como en el cloroplasto (Bortolotti et al., 2004). Un analisis in silico de las
secuencias de aminoacidos de las proteinas AtADC1 y AtADC2 confirmo la
presencia de péptidos sefal para la localizacion en cloroplasto (lllingworth et
al., 2003).

En este trabajo, analizamos la localizacién sub-celular de las proteinas AtADC1
y AtADC2 a través de una fusion traduccional con la proteina verde
fluorescente GFP. Nuestros datos revelaron que ambas enzimas de A. thaliana

exhiben una localizaciéon sub-celular tanto como en el citoplasma como en el
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cloroplasto de células epidérmicas de hojas de N. benthamiana. Ademas, se
examino la capacidad para formar homodimeros de las proteinas AtADC1 y
AtADC2 mediante el sistema BiFC. Nuestros analisis revel6 que ambas
enzimas, AtADC1 y AtADC2, son capaces de interactuar consigo mismas en el
citoplasma y en el cloroplasto de células de hojas de N. benthamiana. Es
interesante  mencionar que nosotros encontramos la formacion de
heterodimeros entre las enzimas AtADC1 y AtADC2, con la misma localizacion
sub-celular que en el caso de los homodimeros. Este estudio revela que ambas
proteinas ADC de A. thaliana se encuentran localizadas en los mismos
compartimentos celulares, y son capaces de formar complejos homo y
heterodiméricos. Con estos resultados publicamos el articulo titulado “Hetero-
and homodimerization of Arabidopsis thaliana Arginine Decarboxylase AtADC1
and AtADC2”.
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The arginine decarboxylase enzyme (ADC) carries out the production of agmatine from arginine, which is
the precursor of the first polyamine (PA) known as putrescine; subsequently, putrescine is turned into
the higher PAs, spermidine and spermine. In Arabidopsis thaliana PA production occurs only from argi-
nine and this step is initiated by two ADC paralogues, AtADC1 and AtADC2. PA production is essential for
A. thaliana life cycle. Here, we analyzed the sub-cellular localization of AtADC1 and AtADC2 enzymes
through GFP translational fusions. Our data revealed that the A. thaliana arginine decarboxylase enzymes
exhibit a dual sub-cellular localization both in the cytosol and chloroplast. Moreover, we examined the
protein dimer assembly using a Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) approach, which
showed that AtADC1 and AtADC2 proteins were able to form homodimers in the cytosol and chloroplast.
Interestingly, we found the formation of AtADC1/AtADC2 heterodimers with similar sub-cellular local-
ization than homodimers. This study reveals that both ADC proteins are located in the same cell com-

partments, and they are able to form protein interaction complexes with each other.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Putrescine (Put), spermidine (Spd), and spermine (Spm) are
broad distributed low-molecular weight and positively charged
compounds known as polyamines (PAs) [1]. In higher plants, the
major pathway for Put production is through arginine. In Arabi-
dopsis thaliana, Put is synthesized by arginine decarboxylase (ADC,
EC 4.1.1.19), which exists as couple isoforms AtADC1 and AtADC2
[2]. These isoforms convert arginine to agmatine, which is subse-
quently turned into Put by a N-carbamoylputrescine transitional
compound through two reactions, which involves agmatine dei-
minase/iminohydrolase (AIH, EC 3.5.3.12) and N-carbamoylpu-
trescine amidase/amidohydrolase (NCPAH EC 3.5.1.53) [3]. Put is
the precursor of Spd and Spm, through reactions catalyzed by
spermidine synthases (AtSPDS1 and 2; EC 2.5.1.16) and spermine
synthase (AtSPMS; EC 2.5.1.22), respectively.

In A. thaliana, Put synthesis has been related to a wide range of
physiological processes throughout its growth and development,
such as stem length, flowering rate, and seed morphology [4].
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AtADC1 and AtADC2 genes are essential for seed development. In
A. thaliana, the double mutant adc1” adc2”" is embryo lethal [5].
AtADC1 and AtADC2 mRNAs accumulate during development and
stress responses [6]. The A. thaliana adc1”" and adc2”" single mu-
tants exhibit an increased freezing sensitivity phenotype in
contrast to the wild-type plants; which was alleviated by exoge-
nous Put addition [7]. Furthermore, in an A. thaliana AtADC2 over-
expressing line, drought tolerance was attributed to Put accumu-
lation [8]. In tobacco species and other members of the Solanaceae
family, Put also functions as a substrate for the synthesis of nicotine,
tropane, and nortropane alkaloids, which are all thought to deter
herbivores attack [9]. It is well known that the A. thaliana AtADC1
and AtADC2 genes are differentially expressed. In fact, during early
vegetative development, the AtADC1 promoter activity is low but it
is considerably increased in roots and leaves under chilling treat-
ment. In contrast, AtADC2 promoter activity is more related to seed
germination, root and leaf development, and also in response to
light, sucrose and ethylene treatments [6]. Previous reports about
ADC protein sub-cellular localization revealed that the ADC protein
from oat (Avena sativa) has been localized inside the chloroplast
bound to thylakoid membranes [10]; whereas, the tobacco ADC
protein showed dual chloroplast and nuclear localization [11]. An in
silico analysis of A. thaliana AtADC1 and AtADC2 protein sequences
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IV. Discusion

En las plantas con flores las PAs mas abundantes son la diamina putrescina, la
triamina espermidina y las tetraminas espermina y termospermina, cada una de
ellas con funciones bioldgicas especificas (Takahashi et al., 2009). De acuerdo
a los papeles fisiologicos y moleculares asignados a las PAs su homeostasis
debe de estar controlada de manera estricta, de hecho estos compuestos estan
sujetos a controles biosintéticos, catabdlicos y a través de su conjugacion (Fuell
et al., 2010; Moschou et al., 2008; Luo et al., 2009). En particular, las enzimas
involucradas en la biosintesis de las PAs estan sujetas a diversos niveles de
control que comprenden desde el transcripcional hasta el post-traduccional
(Carbonell y Blazquez, 2009).

En esta tesis doctoral se caracterizé una region proteolitica tipo PEST de la
espermina sintasa 1 de maiz (ZmSPMS1). Para ello, se fusioné el extremo C-
terminal que incluye la secuencia PEST de la enzima ZmSPMS1 con el gen
reportero GUS, lo cual condujo a la degradacién de la proteina reportera GUS
en lineas transgénicas de A. thaliana y en monocapas de cebolla (Maruri-Lopez
et al.,, 2014. Previamente, Rodriguez-Kessler et al. (2010) reportaron que la
expresion una version corta en el extremo C-terminal de la ZmSPMS1, que
solo contenia 8 de los 17 residuos que conforman la secuencia PEST, fue
capaz de producir Spm en la cepa mutante sped4A de S. cerevisiae. En
conjunto estos resultados sugieren que la secuencia PEST regula la
degradacion de la enzima ZmSPMS1 de maiz, y que la version trunca (con una
secuencia PEST incompleta) de la ZmSPMS1 dio lugar a una version estable
en levadura capaz de producir Spm.

En mamiferos, uno de los mecanismos mas estudiado de degradacion a través
de una secuencia PEST, es el de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) de
ratdbn, la cual se encarga de iniciar la sintesis de PAs. La ODC es
cataliticamente activa en forma de un homodimero y en su extremo C-terminal
presenta una secuencia de degradacion tipo PEST. Cuando los niveles de PAs
son elevados la ODC interactua con una proteina conocida como antizima, lo
cual expone su secuencia PEST conduciendo a su rapida degradacion a través

del proteosoma 26S en una via independiente ubiquitinacion. La anti-enzima es

19



traducida completamente por un cambio en el marco de lectura (+1) en la
traduccién de su mRNA que conduce a la sintesis de una proteina mas larga,
este desplazamiento en el marco de lectura también se regula de acuerdo con
la concentracion celular de PAs (Pegg 2006). La anti-enzima se ha encontrado
en Drosophila melanogaster y en S. cerevisiae; sin embargo, esta no sido
identificada en A. thaliana (Salzberg et al., 1996; Palanimurugan et al., 2004;
lllingworth y Michael, 2011).

La expresion heterdloga de una version trunca en el extremo C-terminal de la
ODC de raton en plantas de tabaco y la transferencia de esta secuencia PEST
a la ODC de Tripanosoma (la cual no contiene secuencias PEST), demuestran
que la degradacién de la enzima ODC es debido a esta secuencia PEST
(DeScenzo y Minocha 1993; Li y Coffino 1993). En plantas, la degradacion de
las enzimas relacionadas con la biosintesis o el catabolismo de PAs ha sido
poca explorada. Se ha reportado que una secuencia PEST presente en la
enzima S-adenosilmetionina descarboxilasa 1 de A. thaliana (AtSAMDC1) esta
implicada en su degradacion durante la infeccion del virus BSCTV establecer
un ambiente hipometilado que facilite la acumulacion viral. Este mecanismo
revela la importancia de las secuencias PEST en las enzimas biosintéticas de
PAs (Zhang et al. 2011).

Posteriormente, exploramos ¢;como esta etiqueta de degradacion no es
reconocida en la ZmSPMS17? La oligomerizacion de este tipo de enzimas
SPMS ya se ha reportado en varios organismos, tales como mamiferos,
plantas y hongos. En A. thaliana, la enzima SPMS es capaz de interactuar
consigo misma en el citoplasma de células de hojas de N. benthamiana (Belda-
Palazon et al., 2012). También, la resolucion de la estructura cristalografica de
la SPMS de Homo sapiens (HsSPMS) revel6 que esta enzima puede formar un
homodimero a través de su domino N-terminal (Wu et al., 2008).

Mediante el sistema de Y2H “split-ubiquitin® demostramos que la enzima
ZmSPMS1 de maiz interactua con ella misma, y dicha interaccion se confirmé a
través de un ensayo de BiFC en hojas de N. benthamiana (Maruri-Lépez et al.,
2015). Ademas, con el analisis BiFC determinamos que el homodimero

ZmSPMS1 se localiza en el citoplasma de las células epidérmicas de tabaco
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(Maruri-Lopez et al., 2015). Ademas, se evalud la interaccion de dos versiones
truncas en el extremo N- y C-terminal de la enzima ZmSPMS1 de maiz y se
observé que la delecion de los primeros 74 residuos N-terminales afectaron la
formacion del dimero ZmSPMS1 en células de levadura y tabaco. Sin embargo,
la delecion de la region C-terminal resultdé en una perdida de la interaccion
ZmSPMS1-ZmSPMS1. Nosotros reportamos que el dominio C-terminal de la

ZmSPMS1 contiene una secuencia de degradacion tipo PEST.

La conformacion flexible de las secuencias PEST confieren un papel primordial
en las interacciones proteina-proteina (Sandhu y Dash, 2006). En mamiferos,
un ensayo de Y2H nuclear mostré que la region C-terminal de la quinasa 2
(HIPK2), que contienen una secuencia PEST, es necesaria para la interaccion
con el supresor de proteina supresora de tumores p73-a (Kim et al., 2002).
Nuestros resultados sugieren que el extremo C-terminal de la ZmSPMS1 que
contiene la secuencia PEST de la ZmSPMS1 esta implicado en su

homodimerizacion.

Ademas, la version trunca en el extremo C-terminal de la ZmSPMS1 no es
capaz de producir Spm en células de E. coli (la cual no produce Spm), en
comparacion con la version completa y trunca en el N-terminal. La dimerizacion
de las enzimas SPMS es requisito indispensable para su actividad. La enzima
SPMS de humano dimeriza a través de su dominio N-terminal. Si se le elimina
dicha region, la enzima es incapaz de producir Spm (Wu et al., 2008). El
dominio N-terminal de la SPMS de humano no esta presente en las enzimas de
plantas y hongos (Wu et al., 2008); sin embargo, las SPMS de plantas y
hongos poseen una extension en su extremo C-terminal. Nuestros datos
siguieren que el domino de C-terminal de la enzima ZmSPMS1 esta
involucrado en la estabilidad, y la capacidad de homodimerizacion y por
consiguiente esto regula la sintesis de Spm.

La importancia de la Spm para el crecimiento celular ha sido reportada en
ratdbn, humano y en otros organismos (Wang et al., 2004). En particular, en
raton la eliminacion del gen SPMS conduce a sintomas de hiperactividad,
agitacion, anomalias en el oido interno, sordera, esterilidad, retardo del

crecimiento postnatal y propension a la muerte subita (Wang et al., 2004). En
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humanos, el sindrome de Snyder Robinson es causado por mutaciones
puntuales que afectan a la formacion de homodimeros de la enzima HsSPMS,
lo cual reduce drasticamente su actividad enzimatica. Los pacientes con el
sindrome Snyder Robinson muestran retardo mental leve a moderado,
osteoporosis y asimetria facial (Cason et al., 2003). En este sentido, una
version quimérica de la HsSPMS de humano, a la cual se le transfirié una
secuencia de la SPMS de Thermotoga maritima dentro de los sitios conocidos
que albergan las mutaciones causantes del sindrome Snyder Robinson, fue
mas estable y cataliticamente activa que la enzima humana (Zhang et al.,
2013).

En las plantas, la via principal para la produccion de la diamina putrescina es a
partir de la arginina. En A. thaliana, la putrescina se sintetiza por dos enzimas
arginina descarboxilasas que se encuentran codificadas por los genes
paralogos AfADC1 y AtADC2 (Hanfrey et al., 2001). Durante este trabajo de
doctorado también se analizd la localizacion sub-celular de las enzimas
AtADC1 y AtADC2 de A. thaliana a través de fusiones tradicionales con la
proteina verde fluorescente GFP.

Nuestros resultados demostraron que ambas enzimas estan localizadas en el
citoplasma y en el cloroplasto de las células epidérmicas de hojas de N.
benthamiana. Previamente, Borrell et al. (1995) demostraron que la proteina
ADC de avena esta localizada en el cloroplasto unido a las membranas de
tilacoidales. Estos autores hipotetizan que la asociacion con los tilacoides
podria ser a través de un domino putativo a hélice anfipatico.

Mediante un ensayo de BiFC, demostramos que las proteinas AtADC1 y
AtADC?2 son capaces de formar homodimeros los cuales se localizan tanto en
el citoplasma y como en el cloroplasto. Anteriormente, Hanfrey et al. (2001)
propusieron que la enzima AtADC1 podria ser cataliticamente activa como un
homodimero. Los autores observaron que una mutante de la AtADC1 con
cambios en los residuos lisina 136 y cisteina 524 de la AtADC1 redujo
drasticamente su actividad enzimatica. Estos autores también propusieron que
el homodimero tiene dos sitios activos que actuan a través de la interfaz del

dimero. Analisis biofisicos sugieren que la proteina recombinante ADC de
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Dianthus caryophyllus se ensambla como un tetramero, producto de dos
dimeros (Ha et al., 2004).

Ademas, se observd que las enzimas AtADC1 y AtADC2 son capaces de
formar un heterodimero en el citoplasma y el cloroplasto. Se ha reportado que
las espermidina sintasas AtSPDS1 y AtSPDS2 de A. thaliana, enzimas
implicadas en la sintesis de espermidina, pueden interactuar consigo mismas y
también formar heterodimeros (Panicot et al., 2002; Belda-Palazén et al.,
2012). Ademas, se ha propuesto que el heterodimero AtSPDS1 y AtSPDS2
podria ser enzimaticamente activo, o que podria proporcionar una ventaja
biolégica que podria facilitar la sintesis de Spd o exhibir funciones reguladoras
sobre la actividad de cada dominio enzimatico (Panicot et al., 2002).

Finalmente, la localizacidn sub-celular especifica de estas enzimas implica que
la biosintesis de PAs tiene lugar en diferentes compartimentos y sugiere
funciones especificas para cada poliamina.
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V. Conclusiones

* La enzima ZmSPMS1 se degrada a través de una etiqueta PEST
presente en su extremo C-terminal via el proteosoma 26S.

* La enzima ZmSPMS1 es capaz de formar un homodimero in planta
localizado en el citosol.

* La eliminacién del extremo C-terminal de la ZmSPMS1 abate su
homodimerizacion.

* El domino C-terminal de la ZmSPMS1 esta involucrado en su
estabilidad, en su capacidad de homodimerizacion, y regula su actividad
enzimatica.

* Las argininas descarboxilasas AtADC1 y AtADC2 de A. thaliana estan
localizadas tanto en el citosol como en el cloroplasto.

* Ambas proteinas AtADC1 y AtADC2 son capaces de formar complejos

homo y heterediméricos con una localizacion citosolica y cloroplastica.
Perspectivas

* Identificar los residuos involucrados en la degradacion de la enzima
ZmSPMS1.

* Determinar la actividad enzimatica de cada version de la ZmSPMS1 en
un fondo doble mutante spms™/tspms™ de A. thaliana.

* Estudiar si la localizacién de ADC puede ocurrir en otros plastidos como
cromoplastos o leucoplastos.

* Analizar la formacion de homo y heterodimeros de las enzimas ADC en
otros tejidos de A. thaliana.

* Determinar que papel que tiene la homo o heterodimerizacién de las

ADC en su actividad enzimatica.
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VIl. Anexo

Analisis in silico de los factores de transcripcion WRKY de Arabidopsis:
presencia de secuencias PEST en regiones desordenadas.

En las plantas, las proteinas WRKY constituyen una de las familias mas
grandes de factores de transcripcion (Eulgem et al., 2000), los cuales estan
involucrados con varios procesos biologicos especificos, tales como la
resistencia a enfermedades, la respuesta al estrés abidtico, la privacion de
nutrientes, la senescencia, el desarrollo de semillas y tricomas (Luo et al.,
2002; Pandey y Somssich, 2009; Bakshi y Oelmduller, 2014).

Los factores de transcripcion WRKY contienen un dominio de unién a DNA
altamente conservado de 60 aminoacidos que comprende la secuencia
WRKYGQK en el extremo N-terminal y una firma tipo dedo de zinc en el
extremo C-terminal, el cual se llamado WRKY (Eulgem et al., 2000). En A.
thaliana, la familia WRKY se clasifica en tres principales grupos (lay b, llay by
lll), los cuales difieren en el numero de dominios WRKY y en el patrén del
motivo dedo de zinc. Asi, las proteinas WRKY con dos dominios WRKY
pertenecen al grupo |, mientras que la mayoria de las proteinas con un dominio
WRKY pertenecen al grupo Il. Ambos grupos (I y Il) tienen el mismo patrén de
sitios potenciales de unién al zinc. Ademas, las proteinas WRKY que tienen
s6lo un dominio WRKY pero diferentes patrones de motivos de dedo de zinc se
clasifican como grupo Il (Wang et al., 2011).

Aunque los factores de transcripcion WRKY han sido objeto de numerosos
estudios, la presencia de secuencias proteoliticas en estas proteinas ha sido
un campo menos explorado. Durante mi doctorado examinamos la presencia
de secuencias tipo PEST en 66 miembros de la familia WRKY de A. thaliana.
Nuestro analisis reveld que el 67% de los miembros de la familia WRKY
contienen al menos una potencial region PEST, las cuales se pueden encontrar

de uno hasta seis veces distribuidas a lo largo de toda su cadena polipeptidica.

Especificamente, se detectd que la mayoria de las proteinas que contienen
PEST eran miembros de los grupos WRKY | (82%) y Il (62%); ademas,
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observamos que el grupo Il poseen so6lo el 46% de sus miembros con
secuencias de PEST. En particular, nuestro analisis muestra un alto numero de
presencia de secuencias PEST dentro de las regiones desordenadas de los
factores de transcripcion WRKY, principalmente en los segmentos que son
adyacentes al dominio de unién DNA. Ademas, llevamos a cabo un analisis del
contenido de aminoacidos de las proteinas WRKY de A. thaliana, el cual reveld
que estos factores de transcripcidn contienen una baja cantidad de residuos
promotores de orden como triptéfano, isoleucina, leucina, fenilalanina, valina y
tirosina, y son enriquecidos en aminoacidos promotores de desorden, tales

como serina, prolina, glutamina y arginina.

Finalmente, se realizd6 un analisis comparativo sobre la presencia de
secuencias PEST entre la familia WRKY de A. thaliana y los ortélogos de una
especie altamente relacionada, Arabidopsis lyrata. Nuestro analisis in silico
revel6 que las secuencias PEST estan conservado en numero y localizacion
entre las proteinas WRKY de ambas especies de Brassicaceae. Nuestro
estudio abre la posibilidad de nuevos analisis de secuencias PEST como una
regulacion post-traduccional de estos importantes factores de transcripcion de
plantas. Con estos resultados redactamos el manuscrito titulado “Arabidopsis
WRKY transcription factors: occurrence of PEST sequences in disordered

regions”.
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ABSTRACT

The Arabidopsis thaliana WRKY transcription factors (TFs) are involved in plant
development and its response to biotic and abiotic stresses. Furthermore, these
TFs are regulated through their synthesis or degradation rates, post-
translational modifications, and subcellular localization. Herein, we examined
the PEST sequence occurrence in 66 members of the A. thaliana WRKY family.
The PEST sequences are one of the major motifs used in protein degradation;
these sequences are enriched in disorder-promoting residues, such as proline,
glutamic acid, serine, and threonine. Our analysis revealed that 67% of the
members of the WRKY family contain potential PEST sequences, which can be
found from one up to six times distributed throughout the polypeptide chain. The
majority of the PEST-containing proteins were detected to be members of the
WRKY groups | (a and b) and Il (a and b) that exhibit 82 and 62%, respectively;
in addition, we noticed that group Il possess only 46% of members with PEST
sequences. We found that the PEST sequences in WRKY proteins are located
in the predicted disordered regions, which flank the WRKY DNA-binding
domains. Analysis of amino acid composition from A. thaliana WRKY proteins
has revealed that these TFs are diminished in order-promoting residues and
enriched in disorder-promoting amino acids. Finally, a comparative analysis of
PEST sequence occurrence in A. thaliana WRKY family with the highly related
Arabidopsis lyrata species was conducted. Our in silico analysis revealed that
PEST sequences have been conserved in number and localization between
WRKY TFs from both Brassicaceae species. We reported an important
incidence of PEST sequences within disordered regions in both WRKY TFs of
Arabidopsis species, particularly flanking the WRKY DNA-binding domain.

Keywords: WRKY family, PEST sequences, disorder predicted regions,

transcription factors, in silico analysis.
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INTRODUCTION

Transcriptional activation is the first step of gene expression and is modulated
by the coordination of various elements, such as transcription factors (TFs), co-
activators, and the RNA polymerase Il (Cooper, 2000). In particular, TF activity
may be modulated by several processes, such as synthesis or degradation,
post-translational modifications, and its subcellular location. Although each TF
is eventually degraded ,TF stability is a strictly regulated process (Desterro et
al., 2000). In this sense, ubiquitin-dependent proteolysis may control the life
span of TFs and other regulatory proteins; in fact, several sequence motifs have
been identified in proteins as degradation signals. The PEST sequences are
one of the major motifs for protein degradation (Rogers et al., 1986). They are
enriched in disorder-promoting residues, such as proline (P), glutamic acid (E),
serine (S) and threonine (T), and contribute to the enrichment of disorder
regions (Singh et al., 2006). It has been reported that eukaryotes TFs possess
disordered segments; in human TFs, disordered regions flank the DNA-binding
domains (Liu et al., 2006; Guo et al., 2012). For this reason, the analysis of the
disordered segments present in TFs has important implications for

understanding their stability.

In plants, WRKY proteins are highly expanded, constituting one of the largest
families of TFs. Several biological processes are regulated by WRKYSs, having
important functions in disease resistance, abiotic stress response, nutrient
deprivation, senescence, seed and trichome development, embryogenesis, and
hormone-controlled processes (Johnson et al., 2002; Luo et al., 2005; Pandey
and Somssich, 2009; Bakshi and Oelmuller, 2014). Their members contain the
highly conserved 60 amino acid long WRKY DNA-binding domain, which
comprise the sequence WRKYGQK at the N-terminus and a metal chelating
zinc finger signature at the C-terminus. In order to regulate gene expression,
the WRKY domain recognizes and binds to the W-box in the DNA promoter
sequence. In Arabidopsis thaliana, the WRKY family is classified into three
major groups (la and b, Ila and b, and Ill), which differ in the number of WRKY
domains and in the pattern of the zinc-finger motif. The WRKY proteins with two
WRKY domains belong to group |, whereas most proteins with one WRKY
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domain belong to group Il. Both groups (I and Il) have the same pattern of
potential zinc binding sites (C—X4_5—C—X22_23—H—-X4—H). Additionally, WRKY
proteins that have only one WRKY domain but different patterns of zinc finger
motifs are categorized as group lll. While, the groups | and Il have a Cy—H>
pattern, group Ill WRKY domains contain a Co—H-C motif (C—X7—C—Xz3—H-X—
C) (Eulgem et al., 2000; Wang et al., 2011).

Although TFs are subject of numerous studies, the study of proteolytic
sequences in these proteins has been less explored. In this work, we examine
the PEST sequence occurrence in WRKY transcription factors from the highly
related A. thaliana and A. lyrata species. The WRKY orthologous TFs from
these Brassicaceae species were also analyzed in order to identify a) PEST
sequence occurrence and localization, b) presence of disordered regions, and
c) protein amino acid composition. In this sense, our analyses show a high
degree of PEST sequence occurrence within disordered regions in Arabidopsis
WRKY TFs, mainly in segments that are adjacent to WRKY domain.
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METHODS
Arabidopsis WRKY protein sequences

First, the Arabidopsis thaliana WRKY protein sequences were obtained from the
Arabidopsis Gene Regulatory Information Server (AGRIS; Yilmaz et al., 2011).
The A. thaliana WRKY classification was made according to Wang et al. (2011).
The A. lyrata orthologous WRKY TFs were found by BLASTP search program
in the A. lyrata version 1.0 genome sequence database (Goodstein et al., 2002;

http://www.phytozome.net).
Identification of PEST sequences in WRKY proteins

The A. thaliana and A. lyrata WRKY protein sequences were analyzed with the
pestfind algorithm (emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind). The
algorithm identifies stretches of 10 or more amino acids, enriched in proline (P),
glutamic acid (E), aspartic acid (D), serine (S), and threonine (T), that are
flanked with the positively charged amino acids arginine (R), histidine (H) and
lysine (K). This parameter is combined with hydropathy index to obtain a PEST
score as expressed by the following equation: PEST score= 0.55 * DEPST - 0.5
* hydrophobicity index (Rogers et al., 1986). We only selected those PEST
sequences with positive scores. To describe the PEST localization, we defined
as N- and C-terminal domains the 30% of initial and final amino acids into

WRKY proteins, respectively.
Prediction of KEN- and D-boxes in A. thaliana WRKY proteins

The 66 A. thaliana WRKY protein sequences were submitted in GPS-ARM
(Group-based Prediction System) software for prediction of both KEN- and D-
boxes using a high threshold (http://arm.biocuckoo.org; Liu et al., 2012).

Prediction of disordered regions

The disordered regions were predicted by using the Predictor of Natural
Disordered Regions PONDR VL3-BA (http://www.pondr.com/pondr-tut2.html)

and the PreDisorder methods (http://sysbio.rnet.missouri.edu/predisorder.html).
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The PONDR VL3-BA is a neural network that was trained on regions of 152
long characterized disorder regions and a set of ordered proteins contained 290
chains from Protein Data Bank (PBDS25), which do not have disorder-
promoting residues (Obradovic et al., 2003). In the PreDisorder method, the
protein sequence is aligned against several template profiles by a PSI-BLAST
search program generating an input profile of the sequence. This profile along
with the predicted secondary structure and solvent accessibility is fed into a
neural network that makes the disorder predictions (Deng et al., 2009). In fact,
the proteins with 50% of overall percent of disordered residues and having a
score of 0.5 were classified as disordered proteins.

Amino acid composition analysis

To determine the amino acid composition from both A. thaliana and A. lyrata
WRKY proteins, we used the Composition Profiler software (Vacic et al., 2007).
This tool compares two samples of amino acid sequences and generates a
graphical output composed of twenty data points (one for each amino acid),
where bar heights indicate the residue enrichment or depletion against a
baseline. Herein, we compared the A. thaliana and A. lyrata WRKY protein
sequences against the PBDS25 control subset from Protein Data Bank (Berman
et al., 2000). The graphical output was generated by 10,000 bootstrap iterations
using a significance (a) value of 0.05.

Statistical analysis

Statistics comparisons between non PEST-containing versus PEST-containing
WRKY TFs, and ordered versus disordered proteins were done using the
unpaired non-parametric t-test (n = 66) (GraphPad Prism software; GraphPad
Software Inc., San Diego, USA). Differences of P < 0.05 are considered to be

significant.
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RESULTS

PEST sequences occurrence in Arabidopsis thaliana WRKY transcription

factors

In order to explore the existence of PEST sequences in the A. thaliana WRKY
family, we examined 66 WRKY protein sequences using the pestfind algorithm
(Rogers et al., 1986). According to the analysis, a potential PEST sequence
was elected as a region with a positive score in agreement with the pestfind
algorithm. Our analyses revealed that 67% of A. thaliana WRKY TFs contained
at least one potential PEST sequences (Table 1). The WRKY | group contained
the most matches, with 85 and 79% of positive scores for groups la and Ib,
respectively (Table 1). In the case of other the WRKY groups, we detected a
lower percentage of PEST-containing proteins; for example, group lla with 64%,
lIb with 60%, and group Il with 46% (Table 1). The PEST sequence enrichment

was found statistical significant using an unpaired ¢ test (p < 0.05).

When we analyzed the number of PEST sequences per protein, it was found
that the WRKY la group exhibits a major number of potential PEST sequences
within each transcriptional factor. The members that contained more PEST
sequences were AtWRKY20 and AtWRKY33, with six and four PEST
sequences, respectively. The highest PEST score (29.6) was found in
AtWRKYS58 from group la; this protein showed a unique PEST sequence. On
the other hand, the PEST sequence localization in A. thaliana WRKY proteins
was analyzed; we found that 24 WRKY TFs contained only one PEST
sequence; of these, 11 members harbored the PEST region in their N-terminal
domains and 5 members in its C-terminal domains (Supplementary Table S1).
The remaining WRKY proteins, which contain one or more PEST sequences,
were preferentially located in the regions adjacent to the WRKY DNA-binding

domain (Figure 1).
Prediction of disordered regions in A. thaliana WRKY transcription factors

In order to analyze whether WRKY proteins are enriched in disordered regions,
the 66 WRKY proteins sequences were analyzed using the Predictor of Natural
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Disordered Regions (PONDR VL3-BA; Obradovic et al., 2003) and PreDisorder
(Deng et al., 2009) algorithms. According to Singh et al. (2006), a protein is
considered to be disordered when the overall percentage of disordered residues
is higher than 50% and the prediction score above 0.5 (Supplementary Table
S2).

In silico analysis using the PONDR VL3-BA method revealed that all
transcription factors of la group were disordered proteins (Table 2). In the other
subgroups, such as WRKY Ib, lla and Illb a high percentage of disordered
proteins (79, 91, and 87%, respectively) were also detected; in contrast, the
subgroup Il only 23% of the proteins were disordered, hence few proteins had
disordered residues. The disordered protein members were found statistical
significant using an unpaired t test analysis (p < 0.05). In Figure 2, we evidence
that PEST sequences were located within predicted disordered regions. In the
same way, we observed that the predicted disordered WRKY proteins are
enriched in PEST motifs in contrast to ordered ones (Table 2).

Amino acid composition of WRKY transcription factors from A. thaliana

Subsequently, we performed a comparative analysis between the 66 WRKY
proteins sequences and a control subset from Protein Data Bank (PBDS25;
Berman et al., 2000) to compare their amino acid compositions. Both datasets
were analyzed using the web-based tool Composition Profiler (Vacic et al.,
2007). In Figure 3, the diminution and enrichment of order-promoting, disorder-
promoting, or disorder-order neutral residues in the A. thaliana TFs dataset are
shown; the comparative analysis reveals that A. thaliana WRKY family displays
a low content of order-promoting amino acids, such as tryptophan, isoleucine,
leucine, phenylalanine, valine, and tyrosine and that they are enriched in serine,
proline, glutamine, and arginine disorder-promoting residues. Also, disorder-
order neutral histidine and threonine were over-represented. Finally, no
significant differences were observed in the content of order-promoting
cysteine, disorder-promoting glutamic acid and lysine, and disorder-order
neutral aspartic acid between A. thaliana TFs and the PDBS25 datasets. This
result shows that the A. thaliana WRKY family is enriched in disorder-promoting

residues.
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Comparative analysis of PEST sequences occurrence in WRKY family
from A. thaliana and A. lyrata

In order to determine whether PEST sequences are conserved in orthologous
WRKY proteins, we focused on finding the existence of this proteolytic target in
the highly related species A. lyrata. Consecutively, to obtain the A. lyrata WRKY
protein sequences we used the BLASTP search program in the A. lyrata version
1.0 genome  sequence database (Goodstein et al, 2002;
http://www.phytozome.net). The presence of WRKY conserved domain in the
obtained A. lyrata WRKY sequences were analyzed by the Pfam program (Finn
et al., 2014; http://pfam.sanger.ac.uk/). We found 64 A. lyrata WRKY
orthologous sequences to the A. thaliana WRKY TFs. In the case of AIWRKY63
and AtWKRY®66, no orthologous sequences were identified in A. lyrata genome

database (Supplementary Table S3).

Our comparative analysis revealed that most PEST sequences were conserved
in their number and localization between both Arabidopsis WRKY orthologues
(compare Figures 1 and 4). Interestingly, our comparative analyses revealed
that 73% of the A. Ilyrata WRKY TFs contained potential PEST sequences.
Particularly, the A. lyrata WRKY la, lla, and Il groups contained a higher
percentage of members with PEST sequences (92, 73, and 91%, respectively)
than in A. thaliana (82, 62, and 46%, respectively), respectively (compare
Tables 1 and 3). The PEST sequence enrichment in A. lyrata WRKY proteins
was found to be statistically significant using an unpaired t test analysis (p <
0.05). As in A. thaliana, the orthologous TFs AIWRKY20 and AIWRKY33 from
A. lyrata were the most PEST-containing proteins with six and four PEST
sequences (Figure 4). Similarly, the highest PEST score (21.7) was found in the
unique PEST sequence present in AIWRKYS8 (Figure 4). Additionally, we found
that 26 WRKY TFs contain only one PEST sequence, of which 11 and 10
members have the PEST region located in their N-terminal and C-terminal
domains (Supplemental Table S4). The remaining A. lyrata WRKY proteins,
containing one or more PEST sequences, were preferentially located in the
regions adjacent to the WRKY DNA-binding domain (Figure 4).
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The PONDR VL3-BA algorithm revealed an important increase in the
percentage of predicted disordered proteins in A. lyrata WRKY Ib, Ilb, and Il
groups with 93, 93, and 36%, respectively, in comparison to A. thaliana
orthologues that showed 79, 87, and 23%, respectively. The WRKY la and lla
groups did not display differences in their percentage of predicted disordered
members (100 and 91%, correspondingly) (Tables 4 and 2). In addition, the
percentage of disordered proteins that contain PEST sequences increased in
the A. lyrata WRKY Ia, lla, and Ill groups, having 92, 80, 100%, respectively,
compared to 85, 70, and 67% from A. thaliana orthologous groups. In contrast,
this value was diminished in the A. lyrata WRKY Ib and Ilb subclasses with 62
and 57% compared to 91 and 67% from A. thaliana WRKY |b and llb,
respectively. Finally, as we observed in A. thaliana, the amino acid composition
of the A. lyrata WRKY group is diminished in order-promoting residues and
enriched in disorder-promoting amino acids (Supplementary Figure S1).
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Discussion

The ability of cells to express specific genetic information is a crucial step for
adaptation to changing conditions throughout their life span. Transcription
factors (TFs) regulate the first step of gene expression. In this sense, the
temporal and spatial regulation of TFs is essential for transcriptional control.
TFs are regulated from transcription to post-translation. Post-translational
modifications, such as phosphorylation, acetylation, methylation, glycosylation
or ubiquitination, will impact the nuclear transport, DNA-binding, co-factor
interactions, and protein degradation of TFs.

In the Arabidopsis thaliana transcriptome, around 6.5% of its genes encode TFs
(Sharma et al., 2013; Riechmann et al., 2000), which is higher than many?
other eukaryotic organisms, such as Drosophila melanogaster (4.7%) or
Caenorhabditis elegans (3.6%) (Riechmann et al., 2000), and Homo sapiens
(6.0%) (Venter et al., 2001). The A. thaliana TFs are grouped in 50 families,
from which 45% are specific to plants (Feller et al., 2011). It has been
suggested that in sessile organisms, transcriptional regulation might play a
central role in order to face a wide range of environmental stresses (Mitsuda
and Ohme-Takagi, 2009).

The WRKYs are one of the largest families of TFs exclusives of plants, with 72
members in A. thaliana grouped into three major subclasses (I, Il, and III)
(Wang et al., 2011). In recent years, there has been increasing interest in the
study of the WRKY family, which will give fresh insights about the role of WRKY
TFs in biotic and abiotic stress responses, development processes, and
hormone signaling in plants (Johnson et al., 2002; Murray et al., 2007; Chen et
al., 2010; Bakshi and Oelmuller, 2014). However, little is known about WRKY

protein turnover signaling.

We therefore analyzed the occurrence of PEST regions in 66 members from A.
thaliana WRKY TFs. The PEST sequences are rapid protein degradation tags,
which are enriched in proline, glutamic acid, serine and threonine amino acids,
and generally flanked by lysine residues. They are predicted to be solvent
exposed regions that make them susceptible to post-translational modifications,
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such as phosphorylation and ubiquitination (Rechsteiner and Rogers, 1996;
Singh et al.,, 2006). Our analysis revealed that 67% of A. thaliana WRKY
proteins contain potential PEST sequences, which were found from one up to
six times within a single TF protein sequence. In this regard, the WRKY | and Il
groups were the most PEST-containing TFs with 82 and 62%, respectively,
compared to group Il with 46%. On the other hand, we analyzed the presence
of other destruction motifs, such as KEN- and D-box in the A. thaliana WRKY
TFs. These sequences are involved in the proteolysis of mitotic cell-cycle
regulatory proteins, which ensure the correct progression of the cell cycle
(Peters, 2006). We found that putative KEN- and D-box proteolytic sequences
were less frequent in this WRKY family with 3 and 18%, respectively; in contrast
to 67% PEST sequences (Supplementary Table S5). In particular, the
AtWRKY11 (llb group) and AtWRKY41 (lll group) contain a KEN-box; in fact,
these WRKYs don’t contain potential PEST regions. As regards to the D-box,
12 WRKY proteins contain this tag, of? which 5 WRKYs did not
contain potential PEST regions. Our data reveal a low occurrence of KEN- and
D-box in contrast to PEST sequences.

As well, A. thaliana WRKY | and Il groups contain a high number of predicted
disordered proteins in contrast to WRKY Ill subclasses (~90% versus 23%).
These data revealed that the PEST sequences occurrence in WRKY TFs is
highly correlated with disordered regions, mainly flanking the WRKY DNA-
binding domain. It has been reported that TFs have disordered regions in their
sequences; frequently, these regions are located flanking the DNA-binding
domains (Liu et al., 2006; Guo et al., 2012). Duan et al. (2007) and Yamasaki et
al. (2005) resolved the secondary structure of the C-terminal domains,
comprising the WRKY DNA-binding domain and its flanking regions, from A.
thaliana WRKY1 and WRKY4 proteins through X-ray or NMR spectroscopy.
The WRKY domain structures consist of a five- and four-stranded beta-sheet,
respectively; however, the secondary structure of the adjacent regions of WRKY
domains were not resolved. This is presumably due to these regions being
disordered, which is in accordance with our in silico data.
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It has been proposed that in humans TFs these disordered regions are
essential for transcriptional regulation (Minezaki et al., 2006); TF conformational
flexibility might contribute to their ability to recognize target sequences in DNA,
to bind to other factors, and to form complexes positioned on the DNA, which
may then be involved in transcriptional regulation, or present activation domains
to downstream transcriptional regulatory machinery (Guo et al., 2012). In
addition, Prakash et al. (2004) reported that these disordered regions are
required for efficient proteasome-mediated degradation.

A. thaliana diverged from A. lyrata 10 million years ago (Hu et al., 2011), the
genomes of these two highly related Brassicaceae species have been
completely sequenced, providing us an exceptional opportunity to understand
how the variation process works over this time within the WRKY TFs family. In
this sense, we conducted a comparative analysis between Arabidopsis WRKY
proteins. Our results revealed that these two Brassicaceae species show
differences in the number of PEST presence and disordered members. In the A.
lyrata WRKY protein family, 73% of them were PEST-containing members.
Notably, the A. Ilyrata WRKY Il group exhibited the highest percentage of
PEST-containing sequences (91%) and disordered proteins (36%) when
compared to its A. thaliana orthologous group (46% and 23%, respectively). For
example, the AIWRKY41, 46, 64, and 70 proteins contain PEST sequences
compared to their A. thaliana orthologous where PEST sequences are missing.
In this regard, analyzing the corresponding PEST regions of A. lyrata versus A.
thaliana orthologous, we found that A. thaliana PEST regions had more
hydrophobic residues, such as alanine and valine (Supplementary Table S6).
Although some WRKYs of both species display some differences in their PEST
regions, in general, the conservation of PEST sequences in WRKY transcription
factor groups of A. thaliana and A. lyrata suggests that these sequences have
an important participation in a mechanism for its post-translational regulation.

Even though there are few reports on PEST sequences in A. thaliana TFs, their
functionality has been demonstrated. For example, the A. thaliana dehydration-
responsive DREB2A TF possess a PEST sequence in its central region. The
deletion of this motif leads to a constitutively active form of DREB2A, which
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indicates that this PEST sequence plays a fundamental role in the stability of
this protein. Moreover, the constitutive overexpression of DREB2A improved
drought tolerance in transgenic Arabidopsis plants (Sakuma et al., 2006). In the
same way, the Abscisic Acid-Insensitive 4 (ABl4) TF of A. thaliana contains a
PEST sequence localized to its N-terminal domain. The authors demonstrated
that the degradation of ABI4 protein is mediated by the 26S proteasome
through its PEST motif in response to sugars levels (Gregorio et al., 2014).
Also, the stability of the transcriptional repressor VNI2 involved in the control of
vessel differentiation in A. thaliana is regulated by a PEST motif-dependent
proteolysis. Moreover, the stability of VNI2 is increased by treating A. thaliana
seedlings with the proteasome inhibitor MG132. Also, the C-terminally truncated
VNI2 version, which lacks part of the PEST sequence, is more stable than full-
length protein (Yamaguchi et al., 2010).

The protein interaction of AtIWRKY6 with an A. thaliana RING-type finger E3
ligase has been observed (Chen et al., 2009). The authors demonstrated a
decrease of AtWRKY6 protein in A. thaliana seedling growth under low
phosphate treatment, which was inhibited by addition of a 26S proteasome
inhibitor MG132. Similarly, Miao and Zentgraf (2010) reported that AtWRKY53
protein interacts with the E3 ubiquitin ligase UPL5, which led to its proteolytic
degradation in A. thaliana plants. Also, over-expression of AtWRKYS53 in the A.
thaliana upl5 mutant background causes an accelerated senescence
phenotype; these results suggest that UPL5 regulates leaf senescence in
Arabidopsis through degradation of AtWRKY53. In this study, we found that the
A. thaliana AtIWRKY®6 and AtWRKY53 TFs contain a PEST sequence located in
its central and N-terminal domain. In this context, the PEST sequences of
AtWRKY6 and AtWRKYS53 may play a role in protein degradation mediated by
the 26S proteasome.

Taken together, the proteasome-mediated rapid turnover of TFs has been
demostrated, and also it has been reported that some PEST-containing TFs are
degraded through the ubiquitin-26S proteasome. We found a high occurrence
of PEST sequences in WRKY members from two Brassicaceae species
revealing a significant conservation of PEST regions among WRKY
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orthologous. Our study opens the possibility for further analyses of PEST
sequence as post-translational regulators for these important plant transcription

factors.
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Legend of figures

Fig. 1. Schematic representation of PEST sequence in the Arabidopsis thaliana
WRKY family. The A. thaliana WRKY family is classified into three major
groups, la and b, lla and b, and Ill. The members of each WRKY group that
contain at least one positive PEST sequence are shown. The predicted PEST
sequences are represented as black boxes with the PEST score indicated
below; the WRKY DNA-binding domains are shown as blue boxes. The scale

bar corresponds to 150 residues.

Fig. 2. Prediction of ordered and disordered regions in Arabidopsis thaliana
WRKY transcription factors. Two WRKY proteins that contain PEST sequences
of each group are presented. The graphs indicate the ordered and disordered
regions in WRKY proteins using the PreDisorder method; a schematic
representation of the protein is shown below the plot. The predicted PEST
sequences are represented as black boxes with PEST score indicated below
while the WRKY DNA-binding domain are shown as blue boxes. The scale bar

corresponds to 150 residues.

Fig. 3. Comparative analysis of amino acid composition between Arabidopsis
thaliana WRKY transcription factors and a control protein subset from Protein
Data Bank (PBDS25) using Composition Profiler software. The bars of the
disorder-promoting residues (A, R, S, Q, E, G, K, P) are colored red, order-
promoting residues (N, C, I, L, F, W, Y, V) are colored blue, and disorder-order

neutral residues (D, H, M, T) are colored gray.

Fig. 4. Schematic representation of PEST sequence occurrence in the
Arabidopsis lyrata WRKY family. The A. lyrata WRKY family is classified into
three major groups, la and b, lla and b, and lll. The members of each WRKY
group that contain at least one positive PEST sequence are shown. The
predicted PEST sequences are shown as black boxes with PEST score
indicated below, the WRKY DNA-binding domains are shown as blue boxes.

The scale bar corresponds to 150 residues.
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Table 1. The presence of PEST sequences in the Arabidopsis thaliana WRKY
transcription factor subgroups.

Number of Percentage of
WRKY  Number PEST- ge ¢
" PEST-containing
group of members  containing o
oroteins proteins (%)
la 13 11 85
Ib 14 11 79
lla 11 7 64
llb 15 9 60
I 13 6 46
Total 66 44 67
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Table 2. Predicted disordered Arabidopsis thaliana WRKY proteins that
contain PEST sequences.

Number and
Percentage of
predicted disordered
proteins with PEST (%)

Number and Percentage
WRKY Number of predicted disordered

group of members proteins (%)

la 13 13 (100) 11 (85)
Ib 14 11 (79) 10 (91)
lla 11 10 (91) 7 (70)
b 15 13 (87) 8 (62)
i 13 3 (23) 2 (67)

Total 66 50 (76) 38 (76)
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Table 3. The presence of PEST sequences in the Arabidopsis lyrata WRKY

transcription factor subgroups.

Number of
WRKY  Number PEST-  ravenage of
" ST-containing
group  of members containing proteins (%)
proteins
la 13 12 92
Ib 14 8 57
lla 11 8 73
lIb 15 9 60
1 11 10 91
Total 64 47 73
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Table 4. Predicted disordered Arabidopsis lyrata WRKY proteins that contain
PEST sequences.

Number and Number and .
WRKY  Number Percentage of predicted P.ercentage of pr_edlctgad
group of members disordered proteins (%) disordered proteins with
PEST (%)
la 13 13 (100) 12 (92)
Ib 14 13 (93) 8 (62)
lla 11 10 (91) 8 (80)
lIb 15 14 (93) 8 (57)
1] 11 4 (36) 4 (100)
Total 64 54 (84) 40 (74)

61



Fig. 1

. PEST sequence

. WRKY DNA-binding domain

150 amino acids

la b
Name and Name and
accession PEST and WRKY localization accession PEST and WRKY localization
number number
e —— ] Sl
AT2G30250 135 AT5G49520 6 04 28
Aocsne LN T 1 RUASAAS S i s |
AT2G38470
56 11.9 16.7 6 AT1629860 24
AtWRKY20 AtWRKY8 I:E-:I
AT4G26640 25 58127 2203 1 AT5G46350 53
ATsoroe TN T ] ROV I
AT3G01080 29.6 AT4G18170 179
GRS . —— s O]
AT1G13960 31 AT3G62340 19.2 34
Mocosss [ WD ] Aomoee M ]
AT2G03340 07 AT2G47260 27
AtWRKY44 AtWRKY57
AT2G37260 107 39115 AT1G69310 79 12.1 78
AtWRKY32 AtWRKY12 I:-]
AT4G30935 6.629 10.6 AT2644745 15.1
ATaconno | DI D] RS
AT4G26440 42 13 AT3G01970 l;slg-:l
CONCN — - — ez,
AT5G56270 3.8 AT5G41570 Ezlg:-]
AtWRKY10 AUWRKYSG o)
AT1G55600 44 09 19.33 AT1G64000 48
lla ]4]
Name and Name and
accession PEST and WRKY localization accession PEST and WRKY localization
number number
Aot [ s ARK 27
AT1G0840 LR ATSGs2630 L T
sl — B AWRKY22 - ]
7.9 AT4G01250 5.6
:_F\;’Vgg\%% [ | [- ] AtWRKY29 _:-]:I
11 ATA4G23550 34 58
AWRKY31 ] ]
wicazno | I Aoz LT W
42129 AT2G34830 LS T 56
S — - —
! AT1G29280 9638 5.5
AtWRKY( o :
o0 | | [ |
AT1G62300 2 AtWRKY69
aTacsg7io ML 1
AWRKY47 T I 1 162 16
AT4G01720 2.9 AWRKY? ]
ATAG24240 6.9
m puRcs )T
AT2G23320 61 36
Name and . .
accession PEST and WRKY localization AtWRKY21 I:I:-]
number AT2G30590 75
St ———— |
AT2G40740 5.5
RSOV I |
AT5G24110 11 77
e —
AT4G23810 27
Ao I ]
AT5G01900 14
AtWRKY38
AT5G22570 129 14 9.6
el w— | —
AT2G40750 27

62



Fig. 2
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Fig. 4
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Supplementary Figure S1

(A. lyrata WRKY family - PBDS25)/PBDS25

Supplementary Figure S1. Comparative analysis of amino acid composition
between A. lyrata WRKY transcription factors and a control protein subset from
Protein Data Bank (PBDS25) using Composition using Profiler software. Disorder-
promoting residues (A, R, S, Q, E, G, K, P) are colored red, order-promoting residues
(N, C, I, L, F, W, Y, V) are colored blue, and disorder-order neutral residues (D, H, M,
T) are colored gray.
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Supplementary Table S1. The A. thaliana WRKY TFs containing one N- or C-

terminal PEST sequences.

PEST localization
WRKY group N-terminal  C-terminal

la AtWRKY4  AtWRKY25*
Ib AtWRKY71 AtWRKY12*
AtWRKY23*
AtWRKY45*
AtWRKY24*
AtWRKY56*
lla AtWRKY40 AtWRKY36
AtWRKY47
lIb AtWRKY7 AtWRKY22*
AtWRKY21
[l AtWRKY53
AtWRKY62*
Total 11 5

*PEST region adjacent to WRKY DNA-binding domain.
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Supplementary Table S2. Prediction of ordered and disordered in A. thaliana WRKY proteins

access number/name

VL3-BA method

PreDisorder method

la

Overall percent disordered

Average Prediction Score

Average Prediction Score

AT2G30250/AtWRKY?25 65.39 0.59 0.52
AT5G07100/AtWRKY26 72.49 0.60 0.42
AT2G38470/AtWRKY33 63.01 0.56 0.58
AT4G26640/AtWRKY20 77.02 0.65 0.59
AT3G01080/AtWRKY58 66.67 0.62 0.47
AT1G13960/AtWRKY4 91.44 0.67 0.55
AT2G03340/AtWRKY3 87.72 0.66 0.51
AT2G37260/AtWRKY44 68.76 0.60 0.53
AT2G04880/AtWRKY1 66.53 0.61 0.68
AT4G30935/AtWRKY 32 85.62 0.74 0.62
AT4G26440/AtWRKY 34 53.7 0.52 0.58
AT5G56270/AtWRKY2 84.28 0.66 0.53
AT1G55600/AtWRKY 10 78.14 0.66 0.48
b

AT5G49520/AtWRKY48 79.45 0.60 0.64
AT1G29860/AtWRKY71 50.71 0.51 0.60
AT5G46350/AtWRKY8 56.75 0.57 0.51
AT4G18170/AtWRKY28 61.64 0.53 0.60
AT3G62340/AtWRKY68 58.12 0.54 0.60
AT2G47260/AtWRKY23 56.38 0.58 0.66
AT1G69310/AtWRKY57 69.69 0.61 0.59
AT4G39410/AtWRKY 13 77.3 0.61 0.62
AT2G44745/AtWRKY 12 76.15 0.60 0.53
AT5G13080/AtWRKY75 46.9 0.56 0.51
AT3G01970/AtWRKY45 44.22 0.53 0.47
AT5G41570/AtWRKY?24 57.54 0.59 0.57
AT1G64000/AtWRKY56 50.26 0.54 0.50
AT2G46130/AtWRKY43 37.61 0.52 0.34
lla

AT2G25000/AtWRKY60 54.98 0.48 0.41
AT4G31800/AtWRKY 18 78.06 0.61 0.47
AT1G80840/AtWRKY40 78.48 0.61 0.48
AT1G69810/AtWRKY 36 94.57 0.67 0.51
AT1G18860/AtWRKY61 63.33 0.57 0.40
AT5G15130/AtWRKY72 64.42 0.58 0.52
AT4G22070/AtWRKY 31 80.67 0.63 0.51
AT4G04450/AtWRKY42 75.76 0.62 0.46
AT1G62300/AtWRKY6 79.02 0.62 0.48
AT4G01720/AtWRKY47 74.64 0.62 0.54
AT1G68150/AtWRKY9 70.86 0.65 0.63
lIb 10 5
AT5G52830/AtWRKY27 83.62 0.76 0.61
AT4G01250/AtWRKY?22 49.66 0.51 0.61
AT4G23550/AtWRKY29 90.79 0.71 0.58
AT1G30650/AtWRKY 14 60.47 0.56 0.44
AT2G34830/AtWRKY 35 69.09 0.59 0.47
AT5G45260/AtWRKY52 11.88 0.26 0.05
AT1G29280/AtWRKY65 100 0.76 0.42
AT3G58710/AtWRKY69 85.29 0.69 0.48
AT4G24240/AtWRKY7 64.87 0.61 0.47
AT2G23320/AtWRKY 15 74.76 0.62 0.55
AT2G24570/AtWRKY17 81.93 0.62 0.43
AT4G31550/AtWRKY 11 58.46 0.55 0.40
AT2G30590/AtWRKY21 88.42 0.66 0.37
AT5G28650/AtWRKY74 71.52 0.60 0.46
AT3G04670/AtWRKY39 60.91 0.56 0.47
1l 13 4
AT2G46400/AtWRKY46 29.49 0.40 0.48
AT2G40740/AtWRKY55 41.1 0.46 0.52
AT5G24110/AtWRKY30 44.22 0.49 0.57
AT4G23810/AtWRKY53 50.62 0.51 0.54
AT4G11070/AtWRKY41 35.14 0.42 0.52
AT5G01900/AtWRKY62 46.01 0.49 0.47
AT5G22570/AtWRKY 38 76.47 0.62 0.48
AT1G80590/AtWRKY66 21.28 0.35 0.37
AT1G66600/AtWRKY63 19.92 0.30 0.45
AT1G66550/AtWRKY67 20.08 0.41 0.48
AT1G66560/AtWRKY64 34.54 0.40 0.41
AT2G40750/AtWRKY54 34.68 0.48 0.49
AT3G56400/AtWRKY70 51.02 0.53 0.46
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Supplementary Table S2. Prediction of ordered and disordered in A. lyrata WRKY proteins

access number/name

VL3-BA method

PreDisorder method

la

Overall percent disordered

Average Prediction Score

Average Prediction Score

481938/AIWRKY25 68.53 0.58 0.50
325325/AIWRKY 26 71.11 0.60 0.40
482857/AIWRKY33 59.21 0.56 0.59
913892/AIWRKY20 7718 0.66 0.61
317082/AIWRKY58 70.73 0.64 0.51
471557/AIWRKY4 84.31 0.65 0.53
484242/AIWRKY3 85.1 0.65 0.49
482718/AIWRKY44 67.67 0.60 0.58
874313/AIWRKY1 67.44 0.62 0.63
328625/AIWRKY 32 79.16 0.84 0.63
329038/AIWRKY 34 52.82 0.55 0.51
918771/AIWRKY2 82.65 0.65 0.54
337643/AIWRKY 10 88.89 0.68 0.45
Ib

917932/AIWRKY48 76.77 0.59 0.62
313633/AIWRKY71 60.85 0.55 0.54
494337/AIWRKY8 53.99 0.57 0.63
493050/AIWRKY 28 63.01 0.55 0.62
486738/AIWRKY68 76.49 0.62 0.60
871269/AIWRKY23 63.5 0.56 0.56
476056/AIWRKY57 82.46 0.61 0.56
490719/AIWRKY13 82.51 0.61 0.53
483604/AIWRKY12 77.52 0.60 0.50
488124/AIWRKY75 47.26 0.57 0.48
896042/AIWRKY45 52.47 0.52 0.51
493831/AIWRKY24 50.84 0.55 0.56
474956/AIWRKY56 57.44 0.57 0.49
322266/AIWRKY43 79.65 0.59 0.26
lla

481352/AIWRKY60 44.28 0.45 0.40
328547/AIWRKY 18 62.79 0.53 0.47
477161/AIWRKY40 81.46 0.62 0.43
339216/AIWRKY 36 90.31 0.65 0.55
335144/AIWRKY61 64.11 0.57 0.45
909483/AIWRKY72 63.78 0.58 0.43
329411/AIWRKY31 79.55 0.61 0.48
327396/AIWRKY42 70.13 0.61 0.51
475116/AIWRKY6 79.39 0.61 0.50
490404/AIWRKY47 73.82 0.61 0.46
876849/AIWRKY9 80.83 0.63 0.54
lIb

495347/AIWRKY27 85.75 0.76 0.57
490447/AIWRKY22 55188 0.52 0.62
492514/AIWRKY29 86.14 0.67 0.60
890619/AIWRKY 14 66.12 0.59 0.40
482446/AIWRKY 35 66.83 0.56 0.39
884073/AIWRKY52 10.95 0.27 0.05
336031/AIWRKY65 100 0.75 0.44
486325/AIWRKY69 85.98 0.70 0.50
914166/AIWRKY7 62.75 0.54 0.46
343891/AIWRKY 15 72.93 0.62 0.53
481313/AIWRKY17 72.73 0.61 0.48
913314/AIWRKY 11 62.09 0.59 0.44
902048/AIWRKY 21 85.95 0.64 0.48
489657/AIWRKY74 75.76 0.59 0.43
477731/AIWRKY 39 54.82 0.55 0.48
1l

483794/AIWRKY46 41.98 0.46 0.43
321760/AIWRKY55 42.81 0.50 0.48
489268/AIWRKY30 53.29 0.50 0.48
492487/AIWRKY53 43.25 0.50 0.46
489946/AIWRKY41 37.7 0.44 0.51
860504/AIWRKY62 51.15 0.51 0.43
910251/AIWRKY 38 60.96 0.56 0.52
876639/AIWRKY64 48.13 0.44 0.41
338870/AIWRKY67 2.99 0.34 0.51
870142/AIWRKY 54 47.48 0.52 0.52
486080/AIWRKY70 51.34 0.54 0.45
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Supplementary Table S3. Orthologous WRKY proteins of A. thaliana and A.
lyrata.

WRKY Protein name  Accession number  Protein identity

Group A. thaliana A. lyrata (%)
la WRKY25 AT2G30250 481938 98.7
WRKY26 AT5G07100 325325 89.6
WRKY33 AT2G38470 482857 88.4
WRKY20 AT4G26640 913892 96.9
WRKY58 AT3G01080 317082 95.7
WRKY4 AT1G13960 471557 95.9
WRKY3 AT2G03340 484242 90.3
WRKY44 AT2G37260 482718 86.9
WRKY 1 AT2G04880 874313 86.0
WRKY32 AT4G30935 328625 89.3
WRKY34 AT4G26440 329038 92.4
WRKY2 AT5G56270 918771 89.5
WRKY10 AT1G55600 337643 82.7
b WRKY48 AT5G49520 917932 78.4
WRKY71 AT1G29860 313633 81.9
WRKY8 AT5G46350 494337 88.7
WRKY28 AT4G18170 493050 90.3
WRKY68 AT3G62340 486738 79.4
WRKY23 AT2G47260 871269 85.8
WRKY57 AT1G69310 476056 92.3
WRKY13 AT4G39410 490719 83.9
WRKY12 AT2G44745 483604 99.1
WRKY75 AT5G13080 488124 87.6
WRKY45 AT3G01970 896042 86.41
WRKY24 AT5G41570 493831 76.0
WRKY56 AT1G64000 474956 80.5
WRKY43 AT2G46130 322266 98.2
lla WRKY60 AT2G25000 481352 93.4
WRKY18 AT4G31800 328547 81.0
WRKY40 AT1G80840 477161 97.7
WRKY 36 AT1G69810 339216 94.8
WRKY®61 AT1G18860 335144 84.0
WRKY72 AT5G15130 909483 92.7
WRKY31 AT4G22070 329411 86.1
WRKY42 AT4G04450 327396 87.3
WRKY6 AT1G62300 475116 98.0
WRKY47 AT4G01720 490404 91.2
WRKY9 AT1G68150 876849 89.8
b WRKY27 AT5G52830 495347 88.5
WRKY22 AT4G01250 490447 85.6
WRKY29 AT4G23550 492514 82.6
WRKY14 AT1G30650 890619 85.6
WRKY35 AT2G34830 482446 84.8
WRKY52 AT5G45260 884073 86.5
WRKY65 AT1G29280 336031 89.2
WRKY69 AT3G58710 486325 98.9
WRKY7 AT4G24240 914166 92.6
WRKY15 AT2G23320 343891 90.2
WRKY17 AT2G24570 481313 96.9
WRKY 11 AT4G31550 913314 96.6
WRKY21 AT2G30590 902048 93.7
WRKY74 AT5G28650 489657 90.0

WRKY39 AT3G04670 477731 98.2




n WRKY46
WRKY55
WRKY30
WRKY53
WRKY41
WRKY62
WRKY38
WRKY66
WRKY63
WRKY67
WRKY64
WRKY54
WRKY70

AT2G46400
AT2G40740
AT5G24110
AT4G23810
AT4G11070
AT5G01900
AT5G22570
AT1G80590
AT1G66600
AT1G66550
AT1G66560
AT2G40750
AT3G56400

483794
321760
489268
492487
489946
860504
910251
ND

ND
338870
876639
870142
486080

88.5
82.5
96.4
89.8
90.4
92.8
84.1

80.7
711
89.6
83.7

ND: not detected
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Supplementary Table S4. The A. lyrata WRKY TFs containing one N- or C-

terminal PEST sequences.

PEST localization

WRKY group N-terminal

C-terminal

la AIWRKY26
AIWRKY4
AIWRKY1*

AIWRKY25*

Ib AIWRKY28
AIWRKY23
AIWRKY24*
AIWRKY56

AIWRKY12*

lla

AIWRKY36
AIWRKY47

l1b AIWRKY29
AIWRKY21

AIWRKY22

1l AIWRKY41
AIWRKY54*

AIWRKY46*
AIWRKY30
AIWRKY53*
AIWRKY64*
AIWRKY70*

Total 11

10

*PEST region adjacent to WRKY DNA-binding domain.
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Supplementary Table S5. Predicted KEN- and D-boxes in WRKY proteins from

A. thaliana

WRKY group | Accesion number Position Peptide Score Type

la AT1GS55600/AtWRKY10 | 24 - 27 PPSSPSPRTILAMLEQTD 5.7 5.6 | D-box

Ib

lla AT4G31800/AtWRKY18 | 50 - 53 DESASELREELNRVNSEN 5.9 5.6 | D-box
AT1G62300/AtWRKY6 | 175-178 | TMDNQKLRELLTQVSNSY 8.3 5.6 | D-box
AT4G04450/AtWRKY42 | 435 - 438 | PLMQFSQRSGLVELNQSV 7.5 5.6 | D-box
AT4G22070/AtWRKY31 | 129 - 132 | KIENQRLRDMLSQATTNF 6.5 5.6 | D-box

b AT4G24240/AtWRKY7 | 154 - 157 | CPTPIHRRPPLSHNNNNN 8.5 5.6 | D-box
AT4G31550/AtWRKY11 | 143 - 145 | SAELEFSKENFSVSLNS 18.8 9.1 | KEN-box
AT1G30650/AtWRKY14 | 280 - 283 | NHPWPIQRNALAGSTRSS 5.9 5.6 | D-box
AT4GO01250/AtWRKY22 | 191 - 194 | NHPAPTHRNSLAGSTRQK 6.2 5.6 | D-box
AT5G52830/AtWRKY27 | 228 - 231 | THPRPTHRNSLAGSTRNK 6.8 5.6 | D-box
AT2G34830/AtWRKY35 | 278 - 281 | NHPWPTQRNALAGSTRSS 6.9 5.6 | D-box

1l AT4G11070/AtWRKY41 | 45 - 47 SYLTTEIKENLLHNIVS 11.8 9.1 | KEN-box
AT5G01900/AtWRKY62 | 81 - 84 SPVLESSRKPLHKRGRKT 6.1 5.6 | D-box
AT3G56400/AtWRKY70 | 90 - 93 FEDSGDSRKRLGPVKGKR 5.9 5.6 | D-box
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Supplementary Table S6. Comparison of PEST regions between A. thaliana
and A. lyrata WRKY orthologs.

WRKY WRKY PEST sequences and localization PEST

Name Group score
AtWRKY1 la 64-HTVASQSEVDVASPVSEK-81 -0.7
AIWRKY1 63-HTVASLSEVDVASPTSEK-80 1.7
AtWRKY8 Ib 116-RVSASPSSSEADH-128 5.3
AIWRKY8 116-RVSPSPSSSEADH-128 11.1
AtWRKY40 lla 234-RSSLTVPVTTVDMIESK-250 -5.2
AIWRKY40 234-RSSLTEPVTTVDLTESK-250 6.9
AtWRKY 15 IIb 41-RDSFNSDQPSSSSASASASAAADLESAR-68 6.1
AIWRKY15 41-RDSFNSDQPSSSSASAATTTAEDLESAR-68 11.9
AtWRKY46 1] 237-KSNLFLGNFVEDLSPATSGSAITSEVLSAPAAVENSETADSYFSSLDNIIDFGQDWLWS- -2.8

295
AIWRKY46 235-KSNIFSENFMEDLSPATSGSAITSEVISAPASIENSETADSYFSSLDNIIDFGQDWLWS- 0.2
293

AtWRKY55 35-KPPESLLTSLDEIVK-49 -3.3
AIWRKY55 25-KPPESLSTSLDEIAK-39 3.9
AtWRKY30 271-HSASNSPSTVPLESPFESYDPNH-293 7.7
AIWRKY30 272-HSTSNSPSTVPLESPFESYDPNH-294 10.2
AtWRKY53 215-HTCSQAITRTPPLASPEK-232 *ND
AIWRKY53 215-HTCSQVITPPPPPASPEK-232 6.1
AtWRKY41 23-KQLQGSSSPSLSASSSYLTTEIK-45 -1.4
AIWRKY41 23-KQLQASPSPSPSTSSLTMEMK-43 2.8
AtWRKY64 178-KFDQVVSESVMPQLATIDEQAITMEDEAIDH-208 -2.0
AIWRKY64 184-KSVMPQLATIEEQEITMEDEATDH-207 29
AtWRKY54 75-KTISVLDSFDPVAVSVPIAVEGSWNASCGDDSATPVSCNGGDSGESK-121 -0.1
AIWRKY54 75-KTISVLDSFDPVTVSVPISVEGSWNASCGDDSATPASCNGGDSGDSK-121 2.7
AtWRKY70 223-HGSSTENDLSLVWPEMVFEEDYH-245 -0.2
AIWRKY70 227-HGSSTENELSLVWPEMVFEEDYH-249 0.02
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