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1 Introduccio

1.1 L’estrés en plantes superiors

Les plantes, a diferéncia dels animals, estan necessariament lligades al seu ambient
1 per tant, freqiientment exposades a condicions adverses, com l'atac per patogens o
herbivors, temperatures extremes, sequera, salinitat, o contaminants ambientals, els
quals no poden evitar fent us de la seva capacitat motriu com passa en el cas dels
animals. En conseqii¢ncia, les plantes han evolucionat com a sistemes biologics de gran
plasticitat fenotipica i son capaces de modificar els seus patrons de creixement i
desenvolupament, o tot el seu metabolisme 1 fisiologia d’acord a les exigeéncies de
l'entorn.

Lichtenthaler (1998) va definir I’estrés en els vegetals com “qualsevol condicid
desfavorable per al creixement i desenvolupament dels vegetals”, indicant que en la
major part dels casos “les plantes es poden recuperar quant desapareixen els agents
estressants”. Aixi, quan una planta esta sotmesa a unes condicions significativament
diferents de les optimes per a la vida es diu que esta sotmesa a estres, si bé les diferents
espeécies o varietats difereixen en els requeriments Optims i per tant en la seva
susceptibilitat a un estrés determinat (Valladares i Niinemets, 2008). A més, hi ha
periodes o etapes del desenvolupament on les plantes poden ser particularment sensibles
o insensibles a un determinat estrés. Les plantes responen a ’aparicié d’una situacid
d’estrés segons un model seqiiencial de quatre fases. Quant es presenta 1’estres les
plantes reaccionen alentint o aturant les seves funcions biologiques basiques (ex.: la
fotosintesi, el transport o acumulacié de metabolits 1 I'absorcid o recirculacio d'ions) 1
reduint el seu vigor. Aquesta reaccidé s’anomena fase d’alarma i és concomitant amb
I’activacié dels mecanismes per a fer front a I’estrés. Si les plantes no tenen
mecanismes adequats de defensa o de resposta, o si la situacié d’estrés és molt intensa,
experimenten danys irreversibles 1 moren. Perd si aquests mecanismes existeixen,
s’activen 1 fan que el metabolisme cel-lular s’adapti a les noves condicions, activant
processos de reparacid de la maquinaria malmesa. Aquesta fase s’anomena de
resisténcia, 1 els canvis que es produeixen permeten a la planta assolir un nou estat
fisiologic optim. Quan la situacio d’estrés es manté durant un temps excessiu, la

capacitat de resisténcia s’esgota i la planta atura de nou les seves funcions. Aquesta fase
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d’esgotament de la resisténcia culmina amb la mort de la planta si la situacié d’estrés no
desapareix a temps. Si I’estrés desapareix, les funcions fisiologiques es poden regenerar
assolint, per tant, la fase de regeneracio (Azcon-Bieto 1 Talon, 2008).

Segons el tipus de factor mediambiental advers, ’estrées en vegetals es pot
classificar com biotic o abiotic. L’estrés biotic el causen els éssers vius, com animals,
altres plantes 1 agents patogens (bacteries, fongs, virus). L’estrés abiotic, depenent de la
natura de I’agent causant, pot ser fisic (deficit hidric, salinitat en la seva component
osmotica, temperatures extremes, radiacid, inundacid i1 estrés mecanic) o quimic
(salinitat en la seva component ionica, caréncia de nutrients i agents contaminants
ambientals) (Orcutt 1 Nielsen, 2000). L’exposicio de les plantes a tots aquests estressos
mediambientals es tradueix en una pérdua de productivitat i en alteracions del
desenvolupament, tant de les plantes silvestres com de les conreades.

Segons les previsions dels experts en medi ambient, durant el segle XXI els efectes
globals de la desertitzacio, salinitat elevada del sol i ’acumulacié de CO, atmosferic
produiran canvis drastics en les condicions climatologiques, perd no totes les regions
patiran el mateix tipus de canvi. Algunes d'elles podrien tornar-se més caloroses i
esdevenir deserts, mentre que altres podrien tornar-se molt fredes (IPCC, 2007). Gran
part dels impactes del canvi climatic sobre els recursos forestals i agricoles, tant a nivell
global com a nivell regional ja han estat identificats (IPCC, 2007). Pel que fa als
recursos forestals, s'esta produint un alentiment del creixement i productivitat a causa
d'un clar augment de l'estrés hidric, un augment del perill d’incendis forestals per la
major temperatura i sequedat de l'aire, i un desplacament altitudinal de les zones de
vegetacid, que pot comportar tant la destruccio dels endemismes de les zones més altes
sense vegetacid, com la conversio en estepa d'algunes zones baixes actualment de tipus
bosc. D'altra banda, a nivell agricola, el canvi climatic esta produint un descens de la
productivitat dels secans i pastures per l'augment de l'estrés hidric i1 la sequera, un
augment de la vulnerabilitat dels fruiters per 1'avangament de la floracio, a causa de les
gelades tardanes, una major vulnerabilitat dels sols degut a la salinitzacio, 1 una major
incidéncia de diverses plagues agricoles (Pefiuelas, 2004; Iglesias, 1995).

Segons el Programa de les Nacions Unides per al Medi Ambient, la desertificacid
amenaga a la quarta part de les terres del planeta, aixi com a 250 milions de persones i

el manteniment de més de 1000 milions d'habitants de 100 paisos a causa de la
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disminucid de la productivitat agricola
(http://www.cinu.org.mx/temas/des_sost/desert.htm). Mentre que la poblaci6 mundial
incrementa en una proporcié alarmant, arribant al voltant de 50.000 milions 1'any 2050,
per contra, la productivitat agricola decreix progressivament com a conseqiiencia dels
efectes negatius derivats dels estressos de tipus ambiental. Doncs €s clar que la reduccio
de les perdues de productivitat agricola ha de ser un objectiu prioritari de cara a sostenir
la demanda d'aliment a nivell global. L’estudi de les respostes de les plantes a ’estres
¢s un aspecte fonamental per comprendre i millorar 'adaptacié de les plantes a la
creixent pressid ambiental. El coneixement dels mecanismes de resistencia a estres
permet comprendre els processos evolutius implicats en I’adaptacio de les plantes a un
ambient advers 1 predir, fins a cert punt, la resposta vegetal a I’increment de 1’adversitat,
associada en molts casos al canvi climatic. Aquests coneixements es poden aplicar a
millorar les caracteristiques de les plantes, tant pel que fa a les seves fases de cultiu,
com a la seleccid de varietats que s’ajustin a uns requeriments ambientals determinats o,

simplement, per millorar la productivitat d’una especie (Valladares i Niinemets, 2008).

1.1.1 Resposta de les plantes a I’estrés ambiental

Les plantes responen i s’adapten als diferents estressos ambientals a nivell
molecular, cel-lular, fisiologic 1 bioquimic (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006).
En les ultimes décades, els avengos tecnologics en el camp de la biologia molecular i
genctica de plantes han permes estudiar les respostes a estrés d'una manera global,
utilitzant técniques de genomica, proteomica 1 metabolomica. Aquests estudis s'han dut
a terme principalment amb la planta model Arabidopsis thaliana, en la qual es centra
aquest treball, 1 posen de manifest que les respostes de les plantes davant diferents tipus
d'estrés ambientals estan mediades per rutes reguladores ben definides, conservades i
estretament interconnectades (Hirt 1 Shinozaki, 2004). Aquestes respostes permeten
mantenir 'homeostasi osmotica regulant la sintesi 1 degradacié de proteines 1 altres
compostos amb funcid protectora (ex: dehidrines, xaperones, prolina, glicina-betaina,
poliamines, etc.), i controlant etapes claus en diferents vies de transduccid de senyals

(metabolica, hormonal i de desenvolupament) (Figura 1.1).
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Sensors d’estrés osmotic, fosfolipases,
missatgers secundaris (Ca%*, ROS, etc),
MAP guinases, sensors de Ca?* (ex.S0S3),
proteina quinases dependents de Ca?*, etc.

v

FACTORS DE TRANSCRIPCIO
CBFs/DREB, ABF, HSF, bZIP, MYC/MYB, etc.

Detoxificacié Chaperones (Hsp, SP1,
(50D, PX) LEA, COR)
INDUCCIO GENICA
Osmoproteccio (prolina, Transport d’aigua i ions
Glicina-betaina) * (aquoporines, etc)

Restabliment de la homeostasis cel-lular,
proteccio de proteines i membranes

TOLERANCIA O RESISTENCIA A ESTRES

Figura I.1. Resposta de les plantes a estrés abiotic. ABF, factor d'unié a elements ABRE;
AtHK1, Arabidopsis thaliana histidina quinasa-1, bzip, cremallera basica de leucines; CBF / DREB,
C-repeat-binding factor / proteina d'unié que respon a deshidratacié, CDPK, proteina quinasa
dependent de calci, COR, proteines de resposta al fred, HSP, proteines heat-shock, LEA, abundant
en embriogénesi tardana, MAP, proteines activades per mitogens, PLP, fosfolipasa d, PtdOH, acid
fosfatidic, PX, peroxidasa, ROS, espécies reactives d’oxigen, SOD, superoxid dismutasa, SP1,

proteina estable 1. Adaptat de Vinocur i Altman (2005).

La senyal d’estrés posa en marxa una serie d’accions fins que es manifesten les
respostes en les plantes. Aquestes accions comprenen la percepcid per part de la planta
de I’estimul estressant, el processament de la senyal, i la regulacid de I’expressio geénica.
Els estressos primaris (sequera, sal, fred, calor, pol-lucid) estan interconectats i
produeixen dany cel-lular, alhora que indueixen altres estressos secundaris (osmotic,
oxidatiu). Quan les senyals inicials d'estres son percebudes per la cel-lula vegetal,
s'activen processos de senyalitzacid 1 controls transcripcionals que, alhora, activen

mecanismes de resposta a estrés per restablir ’homeostasi, protegint i reparant proteines
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o membranes danyades (Figura I.1). Respostes inadequades en una o diverses etapes de
la senyalitzacid 1 del procés d'activacio genica poden donar lloc a canvis irreversibles en
I'homeostasi cel-lular i a la destruccid de membranes i/0 proteines estructurals i
funcionals, produint com a conseqiiencia la mort cel-lular (Vinocur i Altman, 2005). La
tolerancia de les plantes davant de l'estrés es pot incrementar manipulant els gens i
proteines associats amb l'estres o els nivells de metabolits relacionats amb el mateix
(Figura 1.2).

En el treball descrit en aquesta memoria s’estudien els efectes de I’acumulacid

de poliamines en la resposta de les plantes a estrés per fred 1 sequera.
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Figura L.2. La resisténcia de les plantes a I’estrés es pot augmentar manipulant gens o proteines,
i sobreeacumulant metabolits associats amb aquest. La resisténcia de les plantes a I’estrés abiotic és
un caracter multigénic que depén de la coordinacié de diferents gens, proteines i vies metaboliques.
L’obtencié de plantes més resistents es pot aconseguir per enginyeria genética, per millora genética

convencional, o per una combinacié d’ambdues.

1.1.2 L’ABAila seva implicacio en les respostes a estres abiotic

El paper de ’ABA en resposta a estrés per fred, deshidratacio 1 estres sali ha portat
a considerar-lo com I'hormona de l'estrés (Zeevaart i Creelman, 1988). Les plantes
responen a molts estimuls ambientals amb canvis en la disponibilitat d’ABA, produits
per la seva redistribucio o per un increment de la seva biosintesi i, possiblement, per una
modificacié en la sensibilitat a 'hormona (Christmann 1 col., 2004). No obstant aixo,

I'ABA no és unicament una hormona de l'estreés, sind també una senyal endogena
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requerida per al correcte desenvolupament vegetal (Cheng i1 col., 2002). Aquesta
hormona es troba en totes les plantes superiors i en tots els teixits vegetals, regulant
etapes molt importants del desenvolupament vegetal tals com el desenvolupament de
I’embrio i la llavor, la tolerancia a la dessecacio de les llavors i la seva dormicio, la
germinacio, I’heterofilia, el creixement cel-lular i la reproduccié (Cutler i col., 2010).

Un deficit hidric comporta immediatament [’activacidé d’una senyal que
desencadena un augment de la biosintesis d’ABA (Raghavendra i col., 2010), aixo
comporta una “reprogramaci6” de la planta per tal de sobreviure a condicions adverses.
Aquests canvis inclouen el tancament estomatic, la sintesis d’osmoprotectors 1 la
regulaci6 transcripcional d’un gran nombre de gens. En Arabidopsis, I’ ABA regula prop
del 10% dels gens, un percentatge molt més elevat que les altres fitohormones. L’ABA
regula gens que codifiquen proteines associades amb la resposta i tolerancia a estres,
incloent proteines involucrades en I’embriogénesi, factors de transcripcid, kinases i
fosfatases, transportadors, enzims responsables de la produccié d’osmoprotectors,
senyalitzacio fosfolipidica, metabolisme dels acids grassos, metabolismes cel-lular,
metabolisme de carbohidrats, i metabolisme secundari. Per contra, ’ABA disminueix
I’expressié de gens involucrats en el creixement i el desenvolupament (Fujita i col.,
2011). Quan els nivells d'ABA sobrepassen un determinat limit, s'indueixen efectes
relacionats amb I'estrés, com son el tancament estomatic i I’alteracié en l'expressié d'un
elevat nombre de gens (Hoth i col., 2002; Seki i col., 2002; Rock, 2000). El fet que
molts estressos abiotics resultin en Ultim terme en una deshidratacio cel-lular 1 estres
osmotic, 1 que l'aplicaci6 d'ABA mimetitzi l'efecte d'una situacio d'estrés, indica que
existeix un solapament en el patr6 d'expressio génica després de situacions d’estrés per
fred, hidric, 1 salinitat, o per aplicacié exogena d'ABA (Mahajan 1 Tuteja, 2005). Aixo
suggereix que certs estressos (fred, hidric, salinitat) i ’ABA comparteixen elements
comuns en les seves vies de senyalitzacid 1 que es produeix un "cross-talk" entre elles
per mantenir I'homeodstasi cel-lular (Mahajan i1 Tuteja, 2005).

En Arabidopsis hi ha almenys 3 vies de transducci6 del senyal en resposta a estres
abiotic (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006). Dues d'elles sén dependents d'ABA i
la tercera és independent. Molts gens que s’indueixen per aplicacié d'ABA contenen un
element cis de resposta conservat en els seus promotors anomenat ABRE ("ABA-

responsive element", C/GACGTGGC). Tot i que I’element ABRE és el més representat
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en els gens de resposta a estrés dependent d'ABA, una sola copia en el promotor no és
suficient per induir la resposta, sind que tamb¢ son necessaries seqiiencies acoplants o
copies addicionals del element ABRE (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006). Els
factors de transcripcid de tipus bZIP, denominats AREB o ABFs, s'uneixen als elements
ABRE induint l'expressio dels gens que els contenen. L'expressid d'alguns gens que
s'indueixen per estres és també induida per ABA, perd per una via independent
d’ABRE. Els promotors d'aquests gens contenen elements cis de tipus MYB i MYC, on
s'enganxen factors de transcripcié com AtMYC2 1 AtMYB2, activant l'expressio genica
(Yamaguchi-Shinozaki 1 Shinozaki, 2006). La via ABA-independent regula la resposta
a l'estrés a través de l'element cis anomenats DRE (drought responsive element). Els
factors de transcripcid que interaccionen amb aquests element sén membres de la

familia de factors AP2/EREBP (Mahajan i Tuteja, 2005; Shinozaki i col., 2003).

1.1.3 Estrés per fred

Les baixes temperatures son el principal factor que condiciona la distribucié de
les plantes al planeta. Els danys ocasionats pel fred a les plantes depenen de l'especie, la
susceptibilitat del genotip, l'estadi del desenvolupament, el nivell minim de temperatura,
la intensitat del fred, el temps d'exposicio6 i el pre-condicionament (Barrales Dominguez
i col., 2002).

Quan la temperatura no ¢s tan baixa com perque es formi gel en els teixits, té
lloc el que s’anomena dany per fred (chilling injury), que produeix alteracions en les
membranes, acompanyades per canvis en la seva permeabilitat (Tognetti 1 Salerno,
1998). A temperatures molt baixes, es forma gel als liquids intra- o extracel-lulars 1 es
produeix 1'anomenat dany per congelacid (freezing injury), que és gairebé sempre letal,
presumiblement perque els cristalls de gel lesionen les membranes internes de les
cel-lules. Les plantes exhibeixen una gran diversitat en les seves respostes a les
temperatures baixes, 1 algunes han desenvolupat mecanismes adaptatius naturals per
sobreviure tant a temperatures baixes propiament dites (0-4 °C), com a temperatures de
congelacid (<0 °C). A les regions temperades, la major part de les especies son capaces
d'augmentar la seva tolerancia a la congelacidé després d'un periode d'exposicio a
temperatures entre 0°C i 10°C. Aquest procés adaptatiu €s conegut com aclimatacio a

temperatures baixes (Levitt, 1980).
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El procés d'aclimatacié és molt complex i1 comporta nombrosos canvis
fisiologics 1 bioquimics. Entre els més importants podem assenyalar els canvis en la
composicié lipidica de les membranes (Uemura i Steponkus, 1999), els nivells de Ca*"
citosolic (Knight, 1999), i la concentracié d'hormones i soluts compatibles (Garg i col.,
2002; Gilmour i col., 2000; Wanner 1 Junttila, 1999; Xin i Browse, 1998; Sauter i col.,
1996; Ristic 1 Ashworth, 1994), aixi com la disminucié de l'activitat fotosintetica
(Christie 1 col., 1994) i l'augment en l'activitat antioxidant (Llorente i1 col., 2002). La
majoria d’aquests canvis estan regulats a nivell d’expressié genica (Vogel 1 col., 2005;
Hannah i col., 2005; Lee i col., 2005; Fowler 1 Thomashow, 2002). Els gens regulats per
fred presenten en el seu promotor un element cis, denominat CRT / DRE, essencial per
induir ’expressio genica (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki 1994, Baker i col., 1994),
al que s'uneixen els factors transcripcionals anomenats CBFs/DREB1s (Thomashow,
1999; Medina i col., 1999b). A més, molts dels gens induibles per fred també sén
regulats per deshidratacio, altes concentracions de sal i ABA , suggerint l'existéncia de
vies de senyalitzacié comunes que s'activen en resposta a diferents estressos (Hannah 1
col., 2005; Shinozaki i col., 2003; Kreps i col., 2002; Seki 1 col., 2002; Seki i col., 2001;
Thomashow, 1999). L'estabilitat dels missatgers i el rendiment de la traduccié també
son importants per a la correcta activacio de la resposta d'aclimatacio a les temperatures
baixes, ja que alguns gens, els transcrits dels quals s'acumulen en resposta a fred, estan
regulats post-transcripcionalment (Dunn 1 col., 1994; Wolfraim i col., 1993; Hajela i
col., 1990).

Algunes hormones vegetals i els soluts compatibles també juguen un paper
important en la resposta d'aclimatacid. La principal hormona implicada en la resposta de
les plantes a fred, tant en la congelacié com en l'aclimatacid, igual que en la majoria de
estressos abiotics, és ’ABA. S'ha demostrat que els nivells d'ABA augmenten
transitoriament en resposta a temperatures baixes en Solanum commersonii, una especie
capag¢ d'aclimatar, perd no a S. tuberosum que no s'aclimata (Chen i Gusta, 1983). A
més, 1’aplicacio exogena d'ABA a plantes no aclimatades de S. commersonii pot
augmentar la seva tolerancia a la congelacido (Lang i col., 1994), aixi com induir
I'expressid de gens regulats per temperatures baixes (Gilmour i Thomashow, 1991).
D'altra banda, s'ha descrit que mutants d'Arabidopsis deficients en la biosintesi dABA

tenen disminuida la seva capacitat d'aclimatar, i aquesta deficiéncia pot ser recuperada
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per aplicaci6 d'ABA exogen (Xiong i col., 2001; Llorente i col., 2000). Encara que la
majoria dels gens induibles per temperatures baixes també s’indueixen per ABA
(Thomashow, 1999), els gens CBFs/DREBs no estan regulats per aquesta fitohormona
(Medina i col., 1999; Gilmour i col., 1998; Liu i col., 1998), fet que suggereix que
I'ABA regularia la resposta d'aclimatacio a través d'una via de senyalitzacio independent
a la dels factors CBFs/DREBI1s (Llorente i col., 2000). Tanmateix, s’ha observat que, en
condicions especifiques, ’ABA pot induir l'expressid dels gens CBFs/DREBIs (Li i
col., 2006; Knight i col., 2004).

Altres molecules que s'acumulen durant el procés d'aclimatacié 1 estan
implicades en la tolerancia a diferents estressos ambientals, incloses les temperatures de
congelacid, son els soluts compatibles (Gilmour i col., 2000; Wanner 1 Junttila, 1999).
Els soluts compatibles son molecules hidrosolubles de baix pes molecular, que no
pertorben la bioquimica intracel-lular, tot i que s'acumulen a nivells elevats, i
contribueixen a mantenir 1'equilibri osmotic de la cel-lula (Yancey i1 col., 1982).
Aquestes moleécules també poden protegir les cel-lules estabilitzant membranes 1
biomolécules, quan els seus nivells son massa baixos per actuar com osmoprotectors
propiament dits (Garg i col., 2002). En aquest sentit, s’ha vist que l'expressio d'alguns
dels gens que codifiquen les proteines responsables de la sintesi d'aquests compostos
s'indueix en resposta a temperatures baixes. Tal és el cas dels gens que codifiquen els
dos enzims que controlen els nivells de sacarosa en Arabidopsis, la sacarosa fosfat
sintasa (SPS) 1 la sacarosa sintasa (SuSy) (Dejardin i col., 1999; Strand 1 col., 1997) i
col., 1999), del gen UGP d'Arabidopsis, que codifica una UDP-glucosa fosforilasa,
implicada en la sintesi de glucosa i cel-lulosa (Ciereszko i col., 2001), o el gen pirrolin-
S-carboxilasa sintasa, P5CS, que codifica I'enzim responsable de la sintesi de prolina en
plantes (P5SCS) (Xin 1 Browse, 1998). A més, 1'addicié de sucre (glucosa, sacarosa o
fructosa) en concentracions elevades a cultius cel-lulars d'ordi mimetitza el procés
d'aclimataci6 a temperatures baixes, aconseguint una major tolerancia a la congelacid
(Tabaei-Aghdaei 1 col., 2003). D'altra banda, el gen d'arros OsP5CS2, que codifica per
un enzim productor de prolina, induible per fred, sal, deshidratacié i ABA, és essencial
per a la tolerancia d'aquesta especie a fred i salinitat (Hur i col., 2004). Un altre solut
compatible implicat en el procés d'aclimatacio és la betaina. L'aplicacié exogena

d'aquest compost en ordi i blat de moro (Chen i col., 2000; Kishitani i col., 1994), aixi
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com l'expressid constitutiva del gen que codifica la colina monooxigenasa (CMO),
enzim implicat en la sintesi de betaina en tabac, Arabidopsis i arrds (Nuccio 1 col.,
1998; Sakamoto i Murata, 1998; Hayashi i col., 1997), incrementa la tolerancia a la
congelacid de les plantes tractades o transformades, respectivament. Tanmateix, la
importancia dels sucres no radica unicament en el seu paper com a osmoprotectors, ja
que s'ha demostrat que tenen també un paper com a molecules implicades en processos
de senyalitzacidé (Jang i Sheen, 1994; Krapp i col., 1993; Sheen, 1990), i el mateix es
pot dir dels altres soluts compatibles, ja que alguns d'ells s'acumulen en baixes
quantitats (Alia i col., 1999; Iyer i Caplan, 1998).

Diversos estudis de metabolomica global assenyalen la putrescina (Put) com un
dels metabolits que s'acumulen en plantes d'Arabidopsis sotmeses a temperatures baixes
(Kaplan 1 col., 2004; Cook 1 col., 2004). Ja que el perfil dels canvis de Put és similar a
I'observat en el cas d'altres osmolits, s'ha suggerit que les poliamines (PAs) podrien
actuar com a soluts compatibles en condicions d'estrés per temperatures baixes (Kaplan
1 col., 2004). Les dades obtingudes amb mutants biosintetics de PAs, deficients en Put,
demostren que aquesta diamina té també un paper en la ruta de senyalitzacio de fred
dependent d’ABA (Cuevas i col., 2008).

En properes seccions, es tractara en profunditat el metabolisme PAs en plantes 1

la seva implicacio en les respostes a estreés abiotic.

1.1.4 Estres per deshidratacio

Actualment, I'escassetat d'aigua constitueix un dels problemes més greus als quals
les plantes s’han d’afrontar. La seva condicié sessil les ha portat a desenvolupar
diversos mecanismes per adaptar-se i sobreviure a les continues fluctuacions en la
disponibilitat hidrica de l'entorn. Aquests mecanismes abarquen tant aspectes
morfologics, dirigits a reduir la pérdua d'aigua o incrementar l'absorcid d'aquesta
(mecanismes d'evasio de l'estrés), com aspectes fisiologics 1 bioquimics, associats a
canvis a nivell cel-lular i molecular, que permeten tolerar la deshidratacio causada per la
sequera 1 altres situacions que comprometen 1'equilibri osmotic de les plantes, com una
concentracio elevada de sal al sol o les temperatures extremes (Shao i col., 2008; Seki i
col., 2007). La deshidratacié provoca la disminucio del potencial hidric cel-lular, aixo

condueix a la pérdua o reduccio de la turgéncia. Sota aquestes condicions s'activen les
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cascades de senyalitzacio de I'estrés osmotic, dependents i independents d’ABA,
comentades en els apartats anteriors, que permeten a les plantes donar les respostes
adequades per sobreviure (Zhu, 2002; Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 1999; Bray,
1993).

Les plantes son especialment sensibles a l'estrés hidric durant la fase vegetativa
del cicle vital, 1 només unes quantes especies han desenvolupat tolerancia a la
dessecacié durant aquest estadi. La dessecacido és una forma de deéficit hidric que
implica la pérdua de la major part de 1'aigua protoplasmatica i obliga a la supervivéncia
comptant unicament amb l'aigua associada a les parets cel-lulars. Les especies tolerants
a la dessecacid son les anomenades plantes de la resurreccid, entre les quals es troben
Craterosestigma plantagineum 1 Sporobulus stapfianus, capaces de tolerar perdues
d'aigua de més del 95% del seu contingut hidric total, i reiniciar el seu creixement 1
metabolisme normals unes hores després de la rehidratacié (Ramanjulu i Bartels, 2002).
No obstant aix0, totes les especies poden tolerar perdues d'aigua entre el 10 i el 90% a
l'estadi de llavor, després de I'acumulacié d'ABA en I'embrié (West i Harada, 1993). De
fet, molts dels mecanismes que es posen en marxa després de la percepcid del deficit
hidric en els teixits vegetatius son comuns als que tenen lloc en els teixits embrionaris
durant la maduraci6 de la llavor.

Les respostes de les plantes al déficit hidric es classifiquen classicament en
respostes rapides i respostes lentes. Les respostes rapides son aquelles que tenen lloc en
pocs minuts 1 que requereixen la modificacié de l'activitat de proteines o complexes
proteics com ara canals, transportadors i0nics i aquaporines. Les respostes lentes es
produeixen una mica més tard i comporten la modificacio de l'expressid genica i la
modulacidé d'aquesta. Les funcions dels productes d'aquests gens sén diverses, pero en
general, estan dirigides a minimitzar els efectes negatius del deficit hidric tant a curt

com a llarg termini.

1.1.4.1 Taxa de transpiracio: regulacio del moviment estomatic
La regulacié del moviment dels estomes juga un paper essencial en el manteniment
de la homeostasi hidrica vegetal. Es tracta d'un control complex, ja que ha s’ha de dur a
terme alhora l'intercanvi de CO, 1 O, per fer la fotosintesi i la respiracid. Durant la nit,

quan no hi ha demanda de CO,, els porus estomatics romanen tancats per tal d'evitar
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peérdues d'aigua innecessaries. Durant el dia, en canvi, la planta requereix una gran
quantitat de CO, per dur a terme la fotosintesi, i els estomes estan oberts. Si el
subministrament d'aigua és abundat, la transpiraci6 a través dels estomes genera un
gradient de potencial hidric que permet el transport rapid d'aigua i minerals des de les
arrels a les parts acries, aquest procés també serveix per refrigerar les fulles si fa calor o
reben molta llum. Ara bé, si la disponibilitat d'aigua €s escassa, la necessitat d'obtenir
CO; entra en conflicte amb la de conservar l'aigua, i els estomes es tanquen per evitar la
perdua d’aigua, impedint alhora la captacié de CO,.

El diametre del porus estomatic esta determinat per la forma de les cel-lules
oclusives, que tenen una paret amb unes propietats tals que en canvia la forma segons la
pressio 1 turgencia cel-lular. La disposicié desigual de les microfibril-les de cel-lulosa a
la paret de les cel-lules oclusives confereix menor elasticitat a la part interior, proxima
al porus. Quan la pressié de turgencia incrementa, la part exterior de la paret s'estén més
que la interior i les cel-lules s'arquegen deixant el porus obert, mentre que quan la
pressid, 1 per tant la turgéncia, disminueix, les cel-lules oclusives agafen una forma
allargada 1 el porus es tanca. Els canvis en la pressié de turgencia de la cel-lula sén el
resultat de les fluctuacions en el seu potencial hidric. Les c¢l-lules oclusives madures no
tenen plasmodesmes, aixi que el flux de soluts es produeix tnicament a través de canals
1 transportadors idnics presents a la membrana plasmatica i el tonoplast (Figura 1.3),
l'activitat dels quals esta regulada tant per senyals ambientals com per estimuls
endogens, entre ells 'ABA (Pandey i col., 2007; MacRobbie, 2006) (Figura 1.3).

L'obertura estomatica es produeix a causa de la reduccio del potencial hidric de les
cél-lules oclusives, que s'inicia amb el bombeix actiu de H'™ a l'espai extracel-lular a
través de les ATP hidrolases protoniques (H -ATPases) de la membrana plasmatica. El
gradient electroquimic que es genera hiperpolaritza la membrana 1 es produeix el flux
d'altres ions i soluts. D'aquesta manera s'activen els canals d'entrada de K* (K+in)
regulats per voltatge, deixant pas al catié cap a l'interior cel-lular (Shimazaki 1 col.,
1986). A més entren anions CI" i NO; d'una manera activa (Figura 1.3) (Guo 1 col.,
2003; Van Kirk i Raschke, 1978), i aquests fluxos permeten, alhora, l'aport de sucres,
fet que contribueix a la caiguda del potencial hidric de les c¢l-lules oclusives i I'entrada
d'aigua (Pandey i col., 2007). L’ABA, acompanyat d'un increment de la concentracid

intracel-lular de Ca®", del pH citosolic i la produccié de ROS i NO (Figura 1.3),
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bloqueja l'obertura estomatica induida per la llum. S’inhibeixen les H™ ATPases i
s'activen els canals anidnics que intervenen la sortida de CI, NOs™ i malat” de les
cel-lules oclusives (Figura 1.3). La membrana plasmatica es despolaritza, provocant
l'activacié dels canals de sortida del K™ (K'oy) i la conseqiient sortida dels cations
(Pandey 1 col., 2007; Kwak 1 col., 2003). Els canals anionics es classifiquen en dos
grups segons la seva electrofisiologia: els 'S-type' (‘'slow-type') i1 els 'R-type' (‘rapid-
type). Els primers, amb unes cinétiques lentes d'activacio 1 desactivacié 1 una capacitat
de respondre a un ampli rang de voltatges, son els que participen en major mesura en la
despolaritzaci6 de la membrana plasmatica que condueix al tancament estomatic
(Schroeder 1 col., 2001).

El Ca*" entra a la cél-lula a través dels canals permeables a aquest cati6 localitzats a
la membrana plasmatica o bé s'allibera des de la vacuola a través dels canals situats en
el tonoplast. L'augment de la concentracid citoplasmatica de calci (Figura 1.3) i de la
produccié de ROS induits per I’ABA soén els responsables de la inhibicié de les H'-
ATPases (Kwak i col., 2003; Murata 1 col.,, 2001; Kinoshita i Shimazaki, 1999).
L'augment de la concentraci6 intracel lular de Ca®" bloqueja els canals ionics K,
mentre que els canals K oue 56N insensibles al Ca*". L'acidificacié de I'apoplast estimula
les corrents d'entrada de K', mentre que la regulacié dels corrents de sortida d'aquest
catio pel pH no és homogenia i varia, possiblement, segons el sistema emprat per al seu
estudi. Les ROS i el NO estimulen d'una banda I'alliberament de Ca>" des de la vacuola
1, de l'altra, inhibeixen l'activitat dels canals i0nics K. Addicionalment, una
concentracio elevada de NO bloqueja els canals K out independentment dels canvis de la

concentraci6 de Ca”" citoplasmatic i el pH del citosol (Pandey i col., 2007).
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ABA mediates stomatal closing ABA inhibits stomatal opening
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Figura 1.3. Model del moviment dels ions en resposta a ABA en les cél-lules guarda dels estomes.
La imatge de I'esquerra mostra els canals ionics i els reguladors mitjans per ABA que indueixen el
tancament estomatic. La imatge de la dreta mostra I'efecte de I'augment dels nivells cel-lulars de

Ca”" induits per ABA en la inhibici6 de I'obertura (Schroeder i col., 2001).

1.1.4.2 Manteniment de l'equilibri osmotic: acumulacio d’osmolits

L'acumulacié d’osmolits permet contrarestar els efectes de la perdua d'aigua, ja que
afavoreixen el manteniment de la turgencia i estabilitzen les estructures cel-lulars. De
manera similar al que passa en el cas d'estrés per fred (apartat 1.1.3), diversos gens
involucrats en el metabolisme dels osmolits s'han relacionat amb la tolerancia a estres
hidric. Entre aquests osmolits es troben sucres, sucres-alcohol, aminoacids 1 amines
(Seki i col., 2007).

La rafinosa 1 els sucres relacionats, aixi com el galactinol, realitzen una funcié
osmoprotectora en situacions de deficit hidric en llavors i en plantes adultes. En
Arabidopsis, la sobreexpressié de l'enzim galactinolsintasa (AtGolIS2) millora la
tolerancia a la sequera a causa d'una major acumulacié de galactinol 1 rafinosa (Taji 1
col., 2002). La trehalosa també s'acumula en resposta a estrés osmotic i1 ABA, 1 la
sobreexpressio dels gens implicats en la seva biosintesi millora la tolerancia al deficit
hidric (Avonce i col., 2004; Garg i col., 2002). El paper dels fructans és possiblement
protegir les membranes dels efectes de la deshidrataciéo (Pilon-Smits i col., 1999),

mentre que el dels sucres com el manitol, podria ser detoxificar les cel-lules de les
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especies reactives d'oxigen (ROS) 1 estabilitzar les seves estructures moleculars (Abebe
1 col., 2003; Sheveleva i col., 1997).

El principal aminoacid implicat en la promocid de la tolerancia al déficit hidric és
la prolina (Pro), que participa en l'ajust osmotic, I'estabilitzacié d'estructures
subcel-lulars 1 la detoxificaci6 de ROS. En Arabidopsis, la sobreexpressié del gen de
I'enzim A-pirrolina-5-carboxilat sintasa (P5CS) o la supressid del gen de la prolina
deshidrogenasa (ProDH) incrementen la tolerancia a l'estrés hidric. Per contra la
supressio de P5CS comporta una deficiencia de Pro que incrementa la sensibilitat de les
plantes a la sequera (Nanjo i col., 2003; Nanjo i col., 1999).

La glicina-betaina i les poliamines son les amines amb més rellevancia en la
promocio de la tolerancia a sequera. En Arabidopsis, la coexpressido de les dues N-
metiltransferases responsables de la biosintesi de glicina-betaina en el cianobacteri
Halotolerante synechococcus, promou l'acumulacio de 1'amina i millora la tolerancia a
sequera, possiblement a causa de la seva funcid en l'estabilitzaci6 de I'estructura i
I’activitat de macromolécules (Waditee i col., 2005).

El metabolisme de PAs en plantes i la seva implicacié en les respostes a estres

abiotic, com ja s’ha indicat, es tractara en les properes seccions.

1.2 Poliamines en vegetals

Les poliamines (PAs) sén compostos nitrogenats de baix pes molecular que es
troben en tots els organismes vius (Tabor 1 Tabor, 1984). Tenen naturalesa policatiénica
a causa del seu contingut en nitrogen, ja que aquest es troba formant grups amino
primaris 1 secundaris. Per conveniéncia s’anomenen poliamines a un grup de diamines
alifatiques com el diaminopropa (DAP), la putrescina (Put) i la cadaverina (CAD);
essent la triamina espermidina (Spd) i les tetramines espermina (Spm) i termoespermina
(tSpm), poliamines en el seu estricte sentit quimic, també conegudes com poliamines
"superiors" (Figura 1.4). La preséncia de grups amino fa que aquests compostos es
trobin protonats a pH fisiologic, el que els permet unir-se a macromolécules carregades
negativament, com el DNA (Pohjanpelto 1 Holtta, 1996), proteines 1 fosfolipids
(Tassoni i col., 1996; Schuber, 1989; Apelbaum i col., 1988).
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Figura 1.4. Amines alifatiques més comunment trobades en els sistemes biologics. E1 DAP és un
producte de I'oxidaci6 de poliamines. La Put (1,4-diaminobuta) i la CAD (1,5-diaminohepta) sén
productes de la descarboxilacié d'aminoacids basics, la primera d'ornitina i arginina i la segona de
lisina. La Spd (N-3-aminopropil-1,4-diaminobuta) és producte de I'addicié d’un grup aminopropil a
la Put. La Spm (bis(N-3-aminopropil)-1,4-diaminobuta) i la tSpm (1-(N-3-aminopropil)-3-(N-4-

aminobuta-1,3-diaminopropa) es formen per adicié d’un grup aminopropil a la Spd.

Les PAs poden trobar-se en la naturalesa com a bases lliures, unides covalentment a
macromolecules (principalment proteines), o conjugades a compostos de baix pes
molecular, formant derivats acetilats en animals o cinamoil derivats en vegetals. Entre
aquests ultims, els més comuns son les amides d'acids hidroxicinamics (Flores, 1991).

La uni6 de PAs a proteines esta mediada per transglutaminases (EC 2.3.2.13), una
familia d'enzims que catalitzen la uni6 covalent de substrats amb grups amino primaris,
com son les PAs, a grups y-carboxiamido de residus glutamics de les proteines (Lorand

i Conrad, 1984; Folk, 1980). Les PAs poden unir-se a un o dos residus glutamics,
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formant mono- o bis- y-glutamil-PAs, que poden formar ponts intermoleculars de
diferent longitud i donar lloc a complexos de major pes molecular. Les possibles
funcions de les transglutaminases fan referéncia a la modificacio estructural de
proteines especifiques. En vegetals, s'ha detectat activitat transglutaminasa en fulles,
especialment localitzada en cloroplasts (Dondini 1 col., 2000; Del Duca i col., 1994;
Falcone 1 col., 1993; Signorini 1 col., 1991; Margosiak 1 col., 1990), on s’ha vist que
estabilitzen els complexos fotosintetics i la rubisco (Dondini i col., 2003). El fet que la
llum estimuli la unié de PAs a proteines cloroplastiques, suggereix que podrien estar
implicades en processos fotosintetics (Dondini 1 col., 2000). També hi ha estudis que
suggereixen un paper en la construccio i1 organitzacié de la paret cel-lular (Della Mea 1
col., 2007). Altres estudis les relacionen amb la mort cel- lular per resposta hipersensible
durant Pestrés abiotic (Del Duca i col., 2007). Les transglutaminases vegetals tenen
moltes caracteristiques compartides amb les animals, que tot i tenir unes seqiiéncies
aminoacidiques for¢a diferents, son molt semblants en el seu centre actiu. Encara que
aquests enzims estan presents en poca quantitat, la seva preséncia en nombrosos
compartiments cel-lulars suggereix una important rellevancia com agents de
transaminaci6 (Serafini-Fracassini i Del Duca, 2008). Fins al moment, en vegetals s'han
caracteritzat els gens que codifiquen transglutaminases en Arabidopsis (Della Mea i
col., 2004), blat de moro (Villalobos i col., 2004) i pera (Del Duca i col., 2013).

Com s’ha indicat, en plantes, les PAs poden conjugar-se també amb acids
hidroxicinamics (cumaric, cafeic, feralic) (Martin-Tanguy, 2001; Martin-Tanguy,
1997). Aquestes formes conjugades regulen els nivells intracel-lulars de PAs lliures
(Bagni i Pistocchi, 1990), i permeten la interaccié de les PAs amb altres components
cel-lulars, ja que els acids hidroxicinamics s'uneixen mitjancant enllagos ester a
diferents polimers de la paret cel-lular, especialment hemicel-luloses i lignines (Lam 1
col., 1992; Markwalder i Neukom, 1976). Les proporcions relatives de PAs lliures i
conjugades varien segons les especies, essent aquestes ultimes especialment abundants
en Solanacies (Smith 1 col., 1983). Per exemple, en tabac, les PAs conjugades a acids
cinamics representen aproximadament el 90% de les PAs totals (Panicot i col., 2002;
Masgrau 1 col., 1997; Torrigiani i col., 1987). En aquesta planta, shan purificat i
caracteritzat enzims implicats en la conjugaci6 de PAs, com la putrescina

hidroxicinamoil transferasa (EC 2.3.1.138) (Negrel, 1989), que utilitza com a substrats

21



Introduccid

Put, Cad, agmatina (Agm) i Spm, i les conjuga a cafeoil-, feruloil- i cinamoil-CoA, o el
factor de transcripcio NtMYBIJS1, que és un regulador de la biosintesis de conjugats de
fenilpropanoids, dependent de metil jasmonat (Galis 1 col., 2006). També s’han detectat
un gran nombre d’aciltransferases responsables de la formaci6 d’amides amb acids
hidroxicinamics en altres espécies vegetals, com I’antranilat N-hidroxicinamoil/benzoil
transferasa en cultius cel-lulars de clavell (Yang i col., 1997), ’agmatina N-
hidroxicinnamoil transferasa d’ordi (Burhenne i col.,, 2003), la tiramina N-
hidroxicinnamoil transferasa de patata (Schmidt 1 col,, 1999), i la spermina N-
hidroxicinnamoil transferasa o la espermidina N-hidroxicinnamoil transferasa
d’Aphelandra tetragona (Hedberg i col., 1996). Pel que fa a Arabidopsis thaliana, s’han
caracteritzat diversos enzims implicats en la conjugacié de PAs a acids hidroxicinamics,
com una BAHD acil transferasa involucrada en la sintesis d’hidroxicinamoil conjugats
de Spd en el tapetum de les anteres (Grienenberger i col., 2009), o una aciltrasferasa
responsable de 1’acumulaci6 de conjugats de Spd en les llavors (Luo i col., 2009).

Pel que fa a la funcié general de les PAs en plantes, s'ha descrit que estan
implicades en diferents processos del desenvolupament, tals com la divisio i
diferenciacié cel-lular, morfogenesi i senesceéncia (Galston i Kaur-Sawhney, 1995;
Evans i Malmberg, 1989; Tiburcio i col., 1986), aixi com en la resposta a diferents tipus
d'estrés, tant biotic com abiotic (Alcazar i col., 2011; Alcazar i col., 2010; Kakkar i
Sawhney, 2002; Bouchereau i col., 1999; Galston 1 Sawhney, 1990; Evans i Malmberg,
1989; Flores 1 Galston, 1984). No obstant aix0, els mecanismes moleculars mitjangant
els quals les PAs participen en aquests processos fisiologics no estan ben definits, i
tampoc s'ha establert de forma clara la funci6 especifica de les diferents poliamines.
Una part important del treball presentat en aquesta Memoria s'ha dirigit a intentar aclarir

aquests aspectes.

1.2.1 Biosintesis de les PAs

En la majoria dels organismes vius, la biosintesi de PAs s'inicia amb la formacid
de Put a partir d'ornitina o arginina. Aquests dos precursors son interconvertibles
(Figura L.5). En animals i en la majoria de fongs, la Put es forma per descarboxilacid
d'ornitina, en una reaccid catalitzada per l'enzim ornitina descarboxilasa (ODC, EC

4.1.1.17). En plantes 1 bacteris hi ha una ruta addicional de biosintesi de Put a partir
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d'arginina, que ¢s descarboxilada per accié de l'enzim arginina descarboxilasa (ADC,
EC. 4.1.1.19) per formar agmatina, que en dos passos més de reaccid, catalitzats per els
enzims agmatina iminohidrolasa (AIH, EC 3.5.3.12,) i N-carbamoilputrescina
amidohidrolasa (CPA, EC 3.5.1.53), déna lloc a Put. Encara que la ruta ODC s'ha
considerat com la via comuna per a la biosintesi PAs en tots els organismes vius, la
seqiienciacid del genoma d'Arabidopsis ha posat de relleu 1'abséncia del gen ODC en
aquesta planta, en la que tampoc s'ha detectat activitat ODC especifica (Hanfrey i col.,
2001). Es per aix0, que en Arabidopsis I'inica ruta funcional per a la sintesi de Put és la
via ADC. En les reaccions catalitzades per AIH i CPA es produeixen metabolits
intermediaris que, de moment, només s'ha descrit que portin cap a la biosintesis de Put.
Per tant, en Arabidopsis, les activitats enzimatiques ADC, AIH i CPA, aixi com la
disponibilitat del substrat Arg, podrien actuar limitant la biosintesis d'aquesta poliamina
(Figura 1.5). La Arg, no només ¢s precursora de PAs, sind també de nombrosos
alcaloides (Facchini, 2001) i d'0xid nitric, una important moleécula senyal en la resposta
a estres biotic (Zeidler 1 col., 2004). A més, pot representa fins a un 40 % del nitrogen
en proteines de reserva de llavors (VanEtten i col., 1963).

La Spd es forma a partir de Put per addici6 d’un grup aminopropil a un dels grups
amino. Aquesta reaccid esta catalitzada per I’enzim espermidina sintasa (SPDS, EC.
2.5.1.16), essent el donador del grup aminopropil la S-adenosilmetionina descarboxilada
(SAMdc), que es forma a partir de la S-adenosilmetionina (SAM) en una reaccid
catalitzada per S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC, EC 4.1.1.50). Les
tetraamines alifatiques es sintetitzen mitjangant 1’addicié a I’espermidina d’un altre grup
aminopropil que prové de SAMdc; segons si I’addicid es produeix en un extrem o en un
altre de ’espermidina, es formaran dos tetraamines diferents: la tetraamina simetrica
espermina, la generacid de la qual és catalitzada per I’espermina sintasa (SPMS,
EC.2.5.1.22), o el seu isomer asimétric, la termoespermina, reaccid catalitzada per la
termoespermina sintasa (tSMPS) (Figura 1.5). Un tret caracteristic dels vegetals és que
la SAM, a més de participar en nombroses reaccions de transmetilacio, com fa en altres
organismes, actua també com precursora d'etile via acid 1-aminociclopropa-1-carboxilic
(ACC). A més, en algunes especies vegetals, el grup metil de la SAM pot ser transferit a
Put per formar N-metilputrescina, que és el precursor de la nicotina i altres alcaloides

relacionats (Tiburcio i col., 1997).
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Figura I.5. Representacio esquematica de la ruta biosintética de les poliamines en plantes.
ADC, arginina descarboxilasa; AIH, agmatina iminohidrolasa; CPA, N-carbamoilputrescina
amidohidrolasa; dcSAM, S-adenosilmetionina descarboxilada; ODC, ornitina descarboxilasa;
SAM, S-adenosilmetionina; SAMdC, SAM descarboxilasa; SPDS, espermidina sintasa; SPMS,

espermina sintasa; tSPMS, termoespermina sintasa.

En Arabidopsis, s'han caracteritzat els gens que codifiquen tots els enzims implicats
en la biosintesi de poliamines, i s'ha vist que en molts casos hi ha duplicitat génica. Aixi
doncs, Arabidopsis té dues isoformes per ADC (ADCI i1 ADC?2), un gen que codifica
una proteina amb activitat AIH (4/H) (Janowitz i col., 2003) i un altre (NLPI) que
codifica la proteina CPA (Piotrowski i col., 2003). Pel que fa a la biosintesi de les PAs
de més pes molecular, el genoma d'Arabidopsis conté almenys quatre isoformes que
codifiquen SAMDC (SAMDCI, SAMDC2, SAMDCA i SAMDCB) (Hanfrey 1 col.,
2002), dos que codifiquen per SPDS (SPD1 1 SPDS2) (Hashimoto i col., 1998), una per
a la SPMS (SPM1) (Panicot i col., 2002) i un altra per a la tSPMS (4CLJ5) (Knott i col.,
2007).

1.2.2 Implicacié de les PAs en la resposta de les plantes a estrés

Les PAs s'han relacionat amb les rutes de senyalitzaci6 de les plantes en resposta a
l'atac per patogens (Martin-Tanguy, 1997), i amb la simbiosi de plantes amb

microorganismes d'interés en nutricié vegetal (El Ghachtouli i col., 1996). No obstant
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aixo0, les alteracions més importants en el metabolisme del nitrogen i de PAs es
produeixen quan les plantes estan sotmeses a estrés abiotic com deéficit de nutrients,
estrés osmotic o contaminants atmosferics (Groppa i Benavides, 2008; Alcéazar i col.,
2006b; Bouchereau i col., 1999). Les dades obtingudes mitjangant estudis correlacionals
indiquen que, en general, en plantes exposades a diferents tipus d'estrés abidtic es
produeix un rapid augment en els nivells de PAs a través de la ruta ADC (revisat per
Bouchereau i col. (1999). Aixi doncs, s’ha vist que en plantes d’arrds sotmeses a estres
per sequera, augmenta ’activitat ADC SAMDC 1 SPDS alhora que també augmenten
els nivells de Put, Spd i Spm (Yang i col., 2007). No obstant aix0, en cultivars d'arros
tolerants a estreés sali, que presenten nivells basals de PAs superiors als cultivars
sensibles, en sotmetre'ls a estrés s'observa una acumulacié de Spd i Spm, per contra una
disminuci6 en els nivells de Put (Chattopadhyay i col., 1997). Resultats similars s’han
obtingut amb conreus d’alfals tolerants a sequera (Kuehn GD, 1990). Aquests estudis
correlacionals suggereixen un paper protector de les PAs en la resposta a estres , encara
que no demostren una relacid exacta causa-efecte, i no permeten definir el paper
especific de les PAs en les respostes de les plantes a estres.

En cél-lules animals, l'augment de PAs produit durant els processos d'estrés
s'atribueix a la capacitat dual que tenen aquests compostos d'unir-se tant a anions com a
cations. La uni6 de les PAs a anions (fosfolipids de membrana i acids nucleics)
protegiria a aquestes macromolecules davant possibles oxidacions, mentre que la unid
de les PAs als cations (Co”", Ni*", Fe*" i Cu®") evitaria la formacié de radicals Iliures
(Lovaas, 1996). En plantes, els resultats obtinguts mitjangant aproximacions
experimentals classiques (estudis correlacionals, aplicacio exogena de PAs i inhibidors
biosintetics) posen de manifest que les PAs exerceixen alguna funcid en l'adaptacié de
les plantes a les condicions ambientals adverses (revisat per Bouchereau i col. (1999).
Estudis més recents, utilitzant plantes transgeéniques sobreexpresores 0 mutants amb
perdua de funcid per als gens involucrats en la sintesis de poliamines, donen suport a
aquesta observacid (Gill 1 Tuteja, 2010; Kusano 1 col., 2008; Alcazar i col., 2006a). No
obstant aixo, la naturalesa del mecanisme i el significat fisiologic de I'augment de PAs
induit per estrés abiotic no estan clars. Les noves tecnologies de biologia molecular 1

genctica de plantes han permes abordar aquestes qliestions mitjancant I'estudi global del
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metabolisme de PAs en resposta a estres abiotic. En les segiients seccions es descriuen

alguns dels resultats obtinguts amb aquestes metodologies.

1.2.2.1 Perfil transcripcional dels gens de la sintesis de PAs en resposta a

estrés

La seqiienciacio del genoma d'Arabidopsis ha permes identificar la totalitat de gens

implicats en la biosintesi de PAs observant-se, tal com s’ha indicat en I’apartat 1.2.1,

que en la majoria dels casos hi ha duplicitat génica. Aquesta redundancia genica podria

estar relacionada amb una especificitat en la resposta davant diferents estimuls (Taula

L1).

Taula I.1. Gens de la biosintesi de PAs induits per diferents tipus d'estrés o diferents hormones

en Arabidopsis. ABA: acid abscisic; CK: citoquinines, IAA: acid indolacétic; JA: acid jasmonic.

n.a.: no analitzat.

Gen 4°C NaCl | Deshidratacié | Biotic Hormones
ADCI +++ ++ - -

ADC2 + +++ +++ +++ ABA, JA
AIH - n.a. - n.a.

CPA - n.a. - n.a.

SPDS1 - - ++ -

SPDS2 - - - - CK
SPMS ++ +++ -+ +++ ABA
ACLS - - - - IAA
SAMDC1 - + - -

SAMDC2 +++ - - - ABA

Les dades existents en l'actualitat indiquen que, en relacié amb els gens implicats

en la sintesi de Put, l'expressio d’ADC/ s'indueix en resposta a fred 1 estrés sali (Cuevas

i col., 2008; Urano i col., 2004; Urano i col., 2003), mentre que ADC2 augmenta la seva

expressio davant nombrosos tipus d'estrés abiodtic, incloent deshidratacio, salinitat

elevada, deficiéncia de K i, en menor grau, fred (Cuevas i col., 2008; Alcazar i col.,

2006b; Armengaud i col., 2004; Urano i col., 2003; Perez-Amador i col., 2002) (Figura
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1.6). Resultats obtinguts en el nostre laboratori indiquen que l'expressié de CPA i AIH
s'incrementa lleugerament en resposta a fred i deshidratacio. En relacio amb els gens
implicats en la biosintesi de Spd i Spm, SPDS/ s'indueix per deshidratacié (Alcazar i
col., 2006b) (Figura 1.6), mentre que SPDS2 no varia la seva expressioé en cap tipus
d'estres assajat. El patro d'expressio de SPMS és similar al d’4ADC2, incrementant de
forma molt marcada en resposta a deshidratacid, mentre que ACLJ5 no participa en les
respostes a estres (Alcdzar i col., 2006b; Urano i col., 2003). L'expressié de SAMDCI
s'indueix en condicions de salinitat, mentre que SAMDC?2 ho fa en resposta a fred
(Urano i col., 2003) (Figura 1.6).

L'expressio d’ADC2, SPMS 1 SAMDC? s'indueix per I’aplicacidé exogena d’ABA
(Taula I.1), de manera que la resposta a estrés d'aquests gens podria donar-se a través de
rutes de senyalitzacié dependents d’ABA (Urano i col., 2003). En mutants deficient en
ABA (aba?2) i insensibles a 1'hormona (abil) l'expressié d’ADC2, SPDS1 i SPMS no
s'incrementa en resposta a deshidratacid, el que indicaria que la induccié d'aquests gens
per deshidratacio esta regulada per ABA (Alcazar i col., 2006a). Totes aquestes dades
indiquen que 1'expressio de la majoria dels gens implicats en la biosintesi de PAs esta
regulada per diferents tipus d'estres abiotic. A més, aquests gens presenten en els seus
promotors diferents elements cis de resposta a estres abiotic i/o ABA (Ferrando i col.,

2004).
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Figura 1.6. Efectes de D’estrés per sequera, salinitat i fred en la biosintesis de poliamines en
Arabidopsis. La sequera indueix I’espressié dels gens ADC2, SPDSI i SPMS. Els nivells de Put
augmenten, mentre que no ho fan els de Spd i Spm (Alcazar i col., 2006b). El tractament amb sal
indueix D’espressié dels gens ADC2 i SPMS amb el resultant augment de Put i Spm (Urano i col.,,
2003). El fred indueix I’expressio dels gens ADC1, ADC2 i SAMDC?2. Els nivells de Put augmenten
amb el fred i sén correlatius amb la induccié dels gens ADC. Els continguts de Spd i Spm romanen

constants o disminueixen amb la resposta a temperatures baixes (Alcazar i col., 2010).

1.2.2.2 Efectes de la modificacio dels nivells de poliamines en resposta a
Pestrés

La participacié de les PAs en les respostes a estrés de les plantes s'ha estudiat
classicament modificant els seus nivells mitjancant aplicacid6 exogena de PAs o
d'inhibidors quimics dels seus enzims biosintetics. No obstant aix0d aquestes
aproximacions tenen algunes limitacions, derivades principalment de la diferent
capacitat d'absorcio de la cél-lula de substancies quimiques aplicades de forma exogena.
A més, en el cas de les PAs, hi ha enzims de degradacio que es localitzen en el apoplast,
de manera que part dels compostos que arriben a l'interior de la cel-lula poden ser els
productes d'oxidacié resultants d’aquest procés. Pel que fa als inhibidors, alguns no sén

especifics 1 altres son interconvertibles metabolicament. Una alternativa és 1is de
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plantes modificades genéticament amb nivells alterats de PAs, bé siguin mutants amb
pérdua de funcid per als gens que codifiquen enzims implicats en el metabolisme
d'aquests compostos, o plantes que sobreexpressen aquests gens. Els estudis de
gendomica descrits en l'apartat anterior han permes identificar alguns gens de la

biosintesi de PAs com a candidats a modificar la resposta de les plantes a estres abiotic.

1.2.2.2.1 Mutants amb pérdua de funcio per a gens de la biosintesis de PAs

Els resultats obtinguts en mutants amb peérdua de funcié donen suport a la idea de
que les PAs tenen una funcid protectora en situacions d’estres. Watson i col (1998) van
aillar mutants EMS d’A4. thaliana amb activitat ADC reduida. Aquests mutants es troben
en dos grups de complementacio, spel 1 spe2, i en els al-lels més afectats de cada grup,
spel-1 1 spe2-1, l'activitat ADC es redueix en un 23 i 36%, respectivament. El doble
mutant spel-1 spe2-1 t€ menor activitat que qualsevol dels mutants aillats, perd encara
manté un 20% de l'activitat detectada en el tipus silvestre. Aquests mutants, que s’ha
comprovat que mapegen el gen ADC2, no acumulen poliamines després de un periode
d’aclimatacié a altes concentracions de sal i sdn més sensibles a estreés sali que els
corresponents controls (Kasinathan 1 Wingler, 2004). El mutant en9 es va obtenir
mitjangant recerca d'insercions per ADC2 en una poblacié d'Arabidopsis mutagenitzada
amb el transposd autonom En-1 de blat de moro, que provoca la disrupcio del gen on es
localitza, generant un mutant amb perdua de funcid. Aquest mutant no presenta cap
fenotip caracteristic en condicions normals, perd la induccié de ’expressio d’ADC2
provocada per estrés osmotic esta inhibida (Soyka 1 Heyer, 1999). De manera similar,
Urano 1 col (2004) van aillar un altre mutant d’ADC2 (adc2-1) a partir d'una poblacio
d'Arabidopsis mutagenizada amb el transposé Ac/Ds, que te un contingut de Put
disminuit un 75% en relacid amb el control, i tampoc presenta alteracions fenotipiques
en condicions normals, pero €s hipersensible a salinitat, 1 els danys causats per aquest
estres son revertits parcialment per addicio de Put (Urano 1 col., 2004).

En el nostre grup de recerca, a partir de col-leccions de mutants obtingudes per
insercié de T-DNA, s’han caracteritzat mutants d’ADCI (adcl-2 i adcl-3) 1 ADC2:
(adc2-3 1 adc2-4) (Cuevas i col., 2008). Aquests mutants presenten nivells de Put
inferiors als controls de tipus silvestre i, com passa en els mutants adc? descrits

anteriorment, no presenten alteracions fenotipiques en condicions normals, perd son
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hipersensibles a estrés per congelacio i aquest fenotip es reverteix parcialment per
I’addicié exogena de Put. També s’ha observat que la pérdua de funcié ADCI i ADC2
afecta l'expressié de factors de transcripciod implicats en la ruta de senyalitzacid a fred
intervinguda per ABA (Cuevas i col., 2008).

El doble mutant acl5/spm, que no produeix Spm, és hipersensible a sal i sequera, i
el fenotip es mitigat per I’aplicacio exogena de Spm (Kusano i col., 2007).

No obstant aix0, els estudis funcionals mitjancant 1'ts de mutants soén limitats a
causa dels efectes letals que s'originen en provocar fortes disminucions en els nivells de
PAs mitjancant el bloqueig complet de la biosintesi de Put o Spd. El doble mutant adc-
adc2 ¢s inviable, ja que ¢és embrid letal (Urano i col., 2004), el mateix passa amb el

doble mutant spds/-spds2 (Imai i col., 2004).

1.2.2.2.2 Sobreexpressio de gens implicats en la biosintesis de les PAs

Com s'ha indicat préviament, els estudis amb plantes transgéniques per als gens
implicats en la biosintesi de PAs suporten la idea que aquests compostos estan implicats
en la resposta a estres. D’acord amb aix0, s’ha demostrat que la sobreexpressio de gens
heterolegs ODC, ADC, SAMDC i SPDS, de diferents origens animals o vegetals,
augmenten la tolerancia a un ampli espectre d’estressos en diverses especies vegetals
(veure Taula I.2 1 les seves referéncies). Un augment en la tolerancia sempre es
correspon amb nivells elevats de Put i/o Spd 1 Spm. Aixi, la sobreexpressio constitutiva
de SAMDC humana en tabac, dona lloc a un increment dels nivells de Put i Spd, que es
tradueix en una major tolerancia a estres sali 1 osmotic (Waie 1 Rajam, 2003). Resultats
similars s'han obtingut en plantes de tabac que sobreexpressen el cDNA que codifica
ACC sintasa o ACC oxidasa de clavell en antisentit (Wi i Park, 2002). Aquestes plantes,
que presenten un increment de l'activitat SAMDC 1 dels nivells de Put i Spd, son més
tolerants a estrés oxidatiu (H,O,), salinitat elevada i pH acid. D'altra banda, plantes
d'arros que sobreexpressen SAMDC de Tritoderum sota el control d'un promotor
induible per ABA presenten nivells elevats de Spd i Spm 1 sén més tolerants a estres sali
(Roy 1 Wu, 2002). Capell i col (2004) han obtingut plantes d'arros que sobreexpressen el
gen ADC de Datura stramonium sota el control d'un promotor que respon a estres (Ubi-
I de blat de moro). Aquestes plantes son més tolerants a estrés osmotic i, en condicions

normals, presenten elevats nivells de Put, perd quan s'exposen a estrés incrementa
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I'expressio de SAMDC i els nivells de Spd 1 Spm, aixosuggereix que 1'efecte protector €s
degut a aquestes dues PAs. No obstant aixo, quedaria per determinar com actuen Spd i
Spm per produir aquest efecte. La sobreexpressié de la SPDS de Cucurbita ficifolia en
Arabidopsis provoca un augment significatiu en l'activitat SPDS i en els nivells de Spd.
Aquestes plantes presenten una major tolerancia a diferents tipus d'estreés, com fred,
salinitat elevada, deshidratacid, estrés osmotic i oxidatiu (Kasukabe i col., 2004). En
resposta a fred, l'activitat ADC i els nivells de Spd conjugada a les plantes transgeniques
incrementen considerablement en relacid al control tipus silvestre. A més, en aquestes
condicions, incrementa també l'expressio d'alguns factors de transcripcié (DREB) 1

altres proteines (RD29A) implicades en les rutes de senyalitzacio a estres abiotic.

Taula 1.2. Tolerancia a estrés abiotic de plantes transgéniques que acumulen poliamines.

Origen Espécie Sobreexpre  Sobrepro  Tolerancia Referéncia
_ssio duccidé
ADC Civada Arros Induible Put Sal (Roy i Wu,
2001)
oDC Ratoli Tabac Constitutiva  Put Sal (Kumria i
Rajam, 2002)
SAMDC  Blat Arros Induible Sal (Roy i Wu,
2002)
ACC Clavell Tabac Antisentit Put i Spd Ampli espectre (Wi i Park,
2002)
ACC Clavell Tabac Antisentit Put i Spd Ampli espectre  (Wii Park,
2002)
SAMDC  Humana Tabac Constitutiva  Puti Spd Sal i Osmotic (Waie i
Rajam, 2003)
ADC Datura Arros Induible SpdiSpm  Sequera (Capell i col.,
stramonium 2004)
SPDS Cucurbita Arabidopsis  Constitutiva  Spd Ampli espectre  (Kasukabe i
Weifolia col., 2004)
SAMDC  Clavell Tabac Constitutiva  Put, Spd i Ampli espectre  (Wiicol.,
Spm 2006)
SAMDCI  Arabidopsis Arabidopsis  Constitutiva  Spm Ampli espectre  (Alcazar i
col., 2006b)
SAMDC  Llevat Tomatera Constitutiva  SpdiSpm  Calor (Cheng i col.,
2009)
SPDS Pomera Perera Constitutiva  Spd Ampli espectre  (Wen i col.,
2009)

En general, els resultats obtinguts en els estudis realitzats amb mutants i1 plantes
transgéniques amb alteracions en la biosintesi de PAs confirmen el paper protector
d'aquests compostos en la resposta de les plantes a estrés abidtic, 1 suggereixen

l'existéncia de diferents mecanismes d'accido depenent del tipus de poliamina. Sembla
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que les PAs podrien participar, ja sigui directament o indirectament, en les rutes de
senyalitzacio a estrés, o bé actuar com a substancies osmoprotectores. Tal 1 com es
descriu en I’apartat 1.2.3.3, s’ha de considerar que la major tolerancia a estreés de les
plantes que acumulen Put, Spd o Spm, també podria ser deguda als productes de la seva

degradacio.

1.2.3 Degradacio de PAs

Els nivells de PAs en les cel-lules es regulen a través de la biosintesi, el transport i
el catabolisme (Tiburcio i col., 1997). Les PAs (incloent a les diamines), sén
desaminades per oxidaci6 a través d’amino oxidases (AOS). Aquests enzims es troben
en bacteris, fongs, plantes superiors 1 animals, 1 es classifiquen en: amino oxidases
dependents de flavinnucleotids (PAO, EC 1.5.3.6) o dependents de coure (CuAO, EC
1.4.3.6) (Cona i col., 2006; Bagni i Tassoni, 2001).

Un altre tipus de classificacié agrupa les amino oxidases segons si actuen sobre
amines primaries (diamino oxidases, DAO), o sobre grups amino secundaris (poliamino
oxidases, PAO) (Sebela i col., 2001).

Les CuAOs i PAOs abunden a I’apoplast de Illeguminoses i1 graminies,
respectivament, 1 durant molt de temps s’han considerat tipiques d’aquestes dos
families, deixant sense resoldre qiiestions sobre el metabolismes de les PAs en altres

plantes i/0 compartiments cel-lulars.

1.2.3.1 Amino oxidases dependents de flavinnucleotids (PAQOs)

Les PAOs catalitzen la desaminacio oxidativa de Spm, Spd i/o els seus derivats
acetilats en els grup amino secundaris (Angelini i col., 2010; Cona i col., 2006). Els
productes derivats d’aquesta reaccid depenen dels substrats utilitzats i de la manera que
té la proteina d’oxidar-los. Aixi doncs, en mamifers, les PAOs, que es troben
principalment localitzades en peroxisomes, transformen Spd i Spm en Put i Spd,
respectivament, alliberant en els dos casos 3-aminopropanal i peroxid d’hidrogen
(Schrader i1 Fahimi, 2004). Aquest tipus d’oxidacié de PAs és anomenat retroconversio
(Figura 1.7). En les plantes, fins fa relativament poc, es considerava que les PAOs

només catalitzaven el catabolisme terminal de les PAs oxidant els grups amino
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secundaris de Spd 1 Spm per produir 4-aminobutanal i N-(3-aminopropil)-4-
aminobutanal, respectivament, a més de DAP 1 H,O, (Angelini i col., 2010; Cona i col.,
2006). Aquest tipus d’oxidacié de PAs és anomenat catabolisme terminal (Figura 1.7).
Pero, més recentment, s ha vist que en la planta model Arabidopsis thaliana, que es una
especie dicotiledonia, les PAOs descrites fins al moment, AtPAO1 (Tavladoraki i col.,
2006), AtPAO2 (Fincato 1 col., 2011), AtPAO3 (Moschou i col., 2008), 1 AtPAO4
(Kamada-Nobusada i col., 2008), tal com les PAOs animals i les Spm oxidases, oxiden
els grups amino secundaris de Spd 1 Spm, donant lloc a un procés de retroconversid
(Fincato 1 col., 2011; Takahashi i col., 2010; Kamada-Nobusada 1 col., 2008; Moschou i
col., 2008; Tavladoraki i col., 2006).

Les primeres PAO estudiades van resultar tenir una localitzacio apoplastica, com ¢és
el cas de les PAO de blat de moro (Cervelli i col., 2000; Federico i col., 1989), perd més
endavant s’han trobat PAOs amb altres localitzacions subcel-lulars com ¢s el cas de les
dos PAOs d’ordi caracteritzades fins al moment, la BPAO2 localitzada al simplast
(Cervelli i col., 2001) i la BPAOI localitzada a la vacuola (Cervelli i col., 2004), o les
AtPAOs citades anteriorment, per les que s’ha descrit una localitzacié peroxisomal en el
cas d’AtPAO2, AtPAO3 i AtPAO4 (Kamada-Nobusada i col., 2008; Moschou i col.,
2008); mentre que AtPAOI (Tavladoraki i col., 2006) i AtPAOS5 (Fincato i col., 2010)

es prediu que son proteines citosoliques.

1.2.3.2 Amino oxidases dependents de coure (CuAQs)

Les CuAOs catalitzen la desaminacié oxidativa dels grups amino primaris de les
PAs, donant els corresponents aminoaldehids, amb la conseqiient produccié de H,O, i
NHj3, pero, en comparacid amb les PAOs, son incapaces de produir I’oxidacié de les
PAs per reacci6 amb grups amino secundaris 1 terciaris (Pietrangeli i col., 2007; Seiler,
2004). Les CuAOs son proteines homodimériques, que consten de dos subunitats de
entre 70-90 kD, cadascuna conté un i6 de coure i un cofactor unit covalentment, la
2,4,5- tri-hidroxifenilalanina quinona (TPQ), generat per una modificacio autocatalitica
post-traduccional d'un residu de tirosina en el lloc actiu (Medda i col., 1995). Tot i que
la identitat global de la seqiiencia primaria de les CuAOs de diferents origens no ¢€s
generalment alta (<25%) (Pietrangeli i col., 2007), hi ha trenta-tres residus d'aminoacids

prop del lloc catalitic que estan completament conservats en la majoria d'elles (Meller i
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McPherson, 1998; Tipping i McPherson, 1995). Les CuAOs es troben en quantitat
elevada en les dicotiledonies, i soén la proteina soluble més abundant detectada en els
fluids extracel-lulars de diverses fabacies (pesol, cigrons, llenties i soja) (Federico i
Angelini, 1991). Aquests enzims han sigut purificats en diferents especies vegetals, com
Triofolium subterraneum (Delhaize 1 Webb, 1987), ordi, Euphorbia characias,
mongeta, tabac, arrdos (Smith 1 Barker, 1988), 1 pésol (Kumar 1 col., 1996). En
lleguminoses, s’han localitzat en 1’apoplast (Smith i Barker, 1988), mentre que en
tubercles de patata i fulles d’ordi, s’ha trobat activitat CuAO en el simplast,
compartimentalitzada en les mitocondries (Scoccianti 1 col., 1991). El genoma d’A.
thaliana conté deu gens anotats com que codifiquen putatives amino oxidases
dependents de coure, perd només un (ATAOI) s'ha caracteritzat a nivell de proteina
(Mgller i McPherson, 1998). S'ha predit que ATAO1 és una proteina extracel-lular
associada amb el desenvolupament del teixit vascular (Mgller i McPherson, 1998), i se
suggereix que esta implicada en la mort cel-lular programada (PCD) i en la interaccid
planta-nematode (Mgller i McPherson, 1998; Mgller i col., 1998).

Tenint en compte aquestes dades, les preguntes a respondre sén, com s’oxiden les
PAs a I’apoplast d’Arabidopsis, 1 si hi ha AOs capaces de dur a terme I’oxidacio
terminal de PAs en el mateix compartiment cel-lular que les AtPAOs catalitzen la
retroconversid en aquesta planta model. Una part del treball realitzat en aquesta Tesi

Doctoral esta dirigida a intentar respondre aquestes preguntes.
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Figura 1.7. Esquema general representatiu de les diferents vies de catabolisme de les poliamines

en plantes . GABA (acid y-aminobutiric).

1.2.3.3 Funcio de les amino oxidases

Lluny de ser només un mitja de regulacié dels nivells cel-lulars de PA, les AOs de
les plantes tenen un paper en importants processos fisiologics, incloent el creixement
vegetal i el desenvolupament, la resposta a estressos abiodtics com la sequera, la salinitat
1 la calor, i les respostes de defensa davant patdogens (Angelini i col., 2010; Cona i col.,
2006). Aquest efectes no son només mediats a través de la regulacio dels nivells
cel-lulars de les PAs, sind que ho sén també pels productes de reaccid generats per les
AQ: aminoaldeids (com el 4-aminobutanal), DAP 1, sobretot, H,O, (Angelini 1 col.,
2010; Cona 1 col., 2006; Rea i col., 2004; Walters, 2003; Bouchereau i col., 1999). El
DAP pot convertir-se eventualment en [-alanina, mentre que, el 4-aminobutanal,
format per oxidaci6 de Put o Spd a través d’AOs, per accid d’una aminoaldehid
deshidrogenasa, es converteix en acid y-aminobutiric (GABA) (Sebela i col., 2000)
(Figura 1.7), que és un metabolit associat a diferents processos fisiologics (regulacié del
pH citosolic, flux de C en el cicle de I’acid citric, proteccié davant d’insectes, estres
oxidatiu i senyalitzacid), i es produeix rapidament i en gran quantitat en resposta a
estres, tan biotic com abiotic (Bouché i col., 2004). Aixi, en arrels de soja sotmeses a
estres sali s’ha vist que ’acumulacié de GABA esta correlacionada amb la degradacid
de PAs (Xing i col., 2007), de forma que a mesura que incrementa la concentracid de sal

disminueixen significativament els nivells de Put, Cad 1 Spd, a més d’incrementar
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I’activitat CuAO 1 els nivells de GABA. En canvi, durant la recuperacid de I’estres sali,
es produeix una disminuci6 de 1’activitat CuAO 1 dels nivells de GABA, i un increment
dels nivells de PAs, cosa que suggereix que el GABA procedent de la degradaci6 de
PAs pot estar implicat en els mecanismes de defensa de les plantes en situacions
d’estrés. Yang i1 col (2011) van veure que, en condicions normals, el 30% del GABA
contingut en plantes de fava en germinacid provenia de les CuAO, 1 que aquest
contingut canviava proporcionalment als canvis d’activitat CuAO si es modificaven les
condicions de creixement, com ’espectre de llum, el pH o el temps, i si s’hi aplicaven
inhibidors de I’activitat CuAO.

D’altra banda, s'ha descrit que el H,O,, 1'inic compost comu a totes les reaccions
catalitzades per AOs, és una molécula senyal que participa en la resposta de les plantes
a diferents estimuls. E1 H,O, esta involucrat en la resisténcia sistémica adquirida i actua
sinérgicament amb el NO en la inducci6 de la mort cel-lular en la resposta hipersensible
(Delledonne i col., 1998). El H,O, també actua com a cosubstrat de les reaccions
dirigides per les peroxidases durant la maduracié de la paret cel-lular i I’enduriment
d’aquesta per estrés (Angelini i col., 2008), com a missatger secundari en I’obertura
d’estomes (Pei i col., 2000) i en la mort cel-lular programada tan en mecanismes de
defensa com de desenvolupament (Cona i col., 2006). Concretament, en fava, el H,O»,
produit per l'acci6 CuAO, s’ha relacionat amb el tancament dels estomes induit per
ABA (An i col.,, 2008) i, més recentment, en Arabidopsis, s’ha descrit una possible
relacio entre CuAO, NO i1 ABA involucrada amb les respostes a estres (Wimalasekera 1
col., 2011). També s’ha vist que la PAO de blat de moro contribueix a la defensa
citosolica antioxidant induida per ABA a través de la produccio de H,O, a partir de Spd
(Xue 1 col., 2009). La salinitat indueix la sortida de la Spd a I’apoplast, on €s oxidada
per les PAOs, produint H,O,, que és el responsable de la tolerancia a aquest estres
abiotic (Tisi 1 col, 2011). L’Activitat CuAO 1 peroxidasa estan espacialment
correlacionades 1 s’indueixen durant la cicatritzacié de ferides (Scalet i col., 1991;
Angelini 1 col., 1990). En un treball de Rea i col., (1998), es va observar que, en cigro,
es produeix una rapida acumulacié de mRNA de CuAO en ferida, pel que es va
relacionar amb el procés de reparacio després d’una lesio. En aquest treball es va veure
que el tractament amb aminoguanidina, un inhibidor especific de 1’activitat CuAO,

disminuia la reparacié de la ferida per lignificacio-suberificacid, el que indicava que les
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CuAOQ podrien ser un factor limitant en la produccio de H,O, en la paret cel-lular i que
la seva expressi0 estaria integrada en els mecanismes de reparacio i remodelacio de la
paret cel-lular. L’activitat CuAO és més alta en cultivars de cigrd resistents al fong
Ascochyta rabiei que en els sensibles, 1 aquesta diferencia augmenta encara més quan hi
ha una infeccid pel fong. A més, s’ha vist que els cultivars resistents tenen un major
nombre de elements del xilema 1 de cel-lules del parénquima, fet que podria relacionar
el metabolisme de les PAs amb I’organitzacio estructural de la planta (Angelini i col.,
1993). En aquesta relacié hoste-patogen, la resisténcia no esta relacionada amb la
resposta hipersensible, ja que en els cultivars resistents la regio necrosada (simptoma de
la infeccid) és menor que en els sensibles, probablement a causa de la falta, en els
ultims, del H,O, necessari per a la reparacid i remodelacié de la paret cel-lular (Rea i
col., 2002).

Ates el seu limitat temps de vida i la seva potencial toxicitat, el H,O, ha de ser
generat in situ 1 els seus nivells han de ser degudament regulats. En aquest context, les
proteines implicades en la regulacid dels nivells de H,O,, com ¢és el cas de les AOs,
probablement tenen un paper crucial alhora de produir aquest H,O, en el lloc i el
moment adequat. A més, s’ha suggerit que 1’aparent redundancia d’AOs en plantes
podria reflectir la necessitat de sintesi de H,O, en compartiments especifics durant les
diferents fases del desenvolupament i la diferenciacid, aixi com en els mecanismes de

defensa de la planta (Angelini i col., 2010).
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2 Objectius

Com s’ha indicat en la Introduccid, les PAs s'han relacionat amb la resposta de les
plantes a estres biotic 1 abiotic. De fet, un dels canvis metabolics més notoris en la
resposta de les plantes a estrés és un increment en els nivells d’aquests compostos
(Alcazar 1 col., 2006b). Pero el mecanisme d’accid i la contribucid de cada PA (Put, Spd
o Spm) en aquesta resposta €s encara objecte d'estudi. En general es considera que
I'acumulacié de Spd 1 Spm, per activacio del flux metabolic de Put cap a aquestes PAs,
permet discriminar entre varietats tolerants i no tolerants a estrés (Yang i col., 2007;
Alcdzar 1 col., 2006b; Kumria 1 Rajam, 2002). El paper protector de les PAs davant de
I’estrés s’ha atribuit principalment a Spd 1 Spm, restringint el paper de Put al de
precursora de les PAs de més pes molecular. No obstant aixo, treballs previs realitzats al
nostre laboratori van demostrar que els mutants de pérdua de funci6 per qualsevol dels
dos gens que codifiquen ADC en Arabidopsis thaliana (ADCI 1 ADC2), els quals
presenten nivells reduits de Put en relacié a les plantes de tipus silvestre, eren més
sensibles a fred que aquestes ultimes (Cuevas i col., 2008). Aixo suggeriria que la Put
pot tenir un paper intrinsec en la resposta de les plantes a estres.

L'objectiu principal d'aquest treball ha estat estudiar si I'acumulacié de Put pot tenir
un efecte protector en la resposta de les plantes a estrés abiotic 1 intentar congixer el seu
mecanisme d'accié. Per aixd hem utilitzat la planta model Arabidopsis thaliana 1 ens
hem centrat en la resposta a fred 1 deshidrataci6. D’altra banda, es important considerar
que els nivells de Put, igual que els de les altres PAs, estan regulats per la biosintesi,
pero també pel catabolisme. Per tant, els nivells endogens de PAs en plantes podran
modificar-se alterant I’expressid dels gens que codifiquen enzims de la ruta biosintetica
o de la catabolica. En Arabidopsis tots els enzims implicats en la biosintesis de PAs han
estat ben caracteritzats, perd no passa el mateix amb els del catabolisme. Com s'indica
en la Introduccio, aquest procés esta mediat per amino oxidases, que poden ser PAOs
(oxiden preferentment Spd i Spm) i CuAOs (tenen major afinitat per diamines com la
Put). A la base de dades d'Arabidopsis (www.arabidopsis.org) hi ha 15 gens anotats
com putatives AOs, de les quals 5 s'han caracteritzat recentment com a PAOs. Les 10
restants son putatives CuAOs, perd fins al moment només una d’elles ha estat

caracteritzada (ATAO1).
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Considerant tot el que s'ha exposat els objectius especifics d'aquest treball han estat:

1) Estudiar el possible efecte protector de la Put en la resposta d’Arabidopsis a
fred, utilitzant plantes transgeniques sobreexpressores d’ADCI o ADC?2.

2) Estudiar I’efecte de I’acumulacio de Put, produida per sobreexpressié d’4DCI o
ADC2, en la resposta d’Arabidopsis a deshidratacid, 1 intentar esbrinar el

possible mecanisme d’acci6 de la Put en aquesta resposta.

3) Caracteritzar funcionalment algunes de les proteines anotades com amino
oxidases dependents de coure en la base de dades The Arabidopsis Information
Resource (TAIR) (www.arabidopsis.org) 1 estudiar la seva localitzacio

subcel-lular.

42



3

Materials i metodes






Materials i métodes

3 Materials i métodes

3.1 Material vegetal

Per a la realitzaci6 del treball s'han utilitzat plantes d'drabidopsis thaliana varietat
Columbia 0 obtingudes de la casa comercial "Lehle seeds, USA" per al tipus silvestre
(WT), plantes transgeniques 355::ADC2, 358::ADCI1 i 35S::HAB, mutants aba2-3,
plantes hibrides aba2-3 x 35S5::ADC2, i el doble mutant habl-1 x abil-2..

- Plantes 35S::ADC2: expressen el gen ADC2 sota el control del promotor
constitutiu 35SCaMV, 1 havien estat obtingudes 1 caracteritzades préviament al
laboratori (Alcazar i col., 2005).

- Plantes 35S::ADCI: expressen el gen ADCI sota el control del promotor
constitutiu 35ScaMV i s’han caracteritzat en el present treball.

- Mutants aba2-3: Mutants d'Arabidopsis thaliana Columbia 0 deficients en ABA
per bloqueig en la conversid de xanthoxina a ABA-aldehid (Laby et al. 2000).

- Plantes hibrides aba2-3 x 355::ADC2: obtingudes en el present treball per
fecundacié de mutants aba2-3 (mare) amb pol-len de plantes 35S::4DC2 , .

- Plantes transgéniques 355:HAB: expressen de manera constitutiva el gen HABI,
que codifica la proteina fosfatasa de tipus 2C “Hypersensitive to ABA1” (HAB1), un
regulador negatiu de la resposta a ABA (Saez i col., 2004). Aquestes plantes van ser
cedides pel Dr. Perdo Rodriguez (Instituto de Biologia Molecular i Cel-lular de
Plantes,IMBCP, UPV-CSIC, Valencia).

- Doble mutant habl-1 x abil-2: obtinguts per inactivacid de dos reguladors
negatius de la senyalitzacié per ABA. Concretament dues proteines fosfatasa de tipus
2C (PP2Cs), la “ABA-insensitive 1” (ABI1) 1 la HAB1 (Saez 1 col., 2006). Aquest

doble mutant és hipersensible a ABA, 1 també va ser cedit pel Dr. Perdo Rodriguez.
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3.2 Cultiu i tractaments del material vegetal

3.2.1 Creixement in vitro d’ Arabidopsis

Per al cultiu in vitro les llavors es van esterilitzar amb clor gas (Cl,). Per aixo, es
van introduir les llavors en tubs eppendorf oberts, 1 es van mantenir en contacte amb Cl,
gas durant 3—5 h en un dessecador tancat. Per a obtenir Cl, es van mesclar, en un vas de
precipitats, 100 ml d’hipoclorit sodic 30% (Panreac, Barcelona) i 5 ml de HCI 9N
(Panreac).

Les llavors esterils es van sembrar en plaques de petri de 8 cm de diametre, que
contenien el medi de cultiu adequat per cada cas, posant unes 20-30 llavors per placa i,
per sincronitzar la germinacio, es van estratificar incubant-les a 4°C en foscor 48-72 h.

El medi de cultiu utilitzat va ser el MS (Duchefa, Holanda), a ra6 de 4,3g/l, que té
la segiient composicio: sals minerals (Murashige i Skoog, 1962), vitamis Gamborg B5
(Gamborg i col., 1968) 1 0,5 g/l MES; amb o sense addicié de sacarosa depenent de 1’Us.
El pH es va ajustar a 5,8 + 0,2 amb KOH 0,5 M. Per obtenir medi solid es van afegir 8
g/l de Plant Agar (Duchefa, Holanda). El medi es va autoclavar durant 30 minuts a 120
°C 1, en els casos que fou necessari, es va deixar refredar a 50-60°C abans de 1'addicio
dels agents de seleccid, hormones o altres compostos utilitzats per a diferents
tractaments. Aquests compostos es van esterilitzar per filtracio, fent servir membranes
de 0,22 um de porus (Millipore). Les plantes es van cultivar a 22 + 1°C en fotoperiode
de dia llarg (16h de llum i 8h de foscor), o be dia curt (8h de llum i 16h de foscor), amb

una intensitat de llum de 110 pmol/m’s.

Altres modificacions que es varen fer en el medi de cultiu, segons el seu us, es

descriuen en els apartats corresponents.

3.2.1.1 Tractaments amb hormones i elicitors
Plantules de 6 dies d’edat, crescudes en plaques de Petri en posicio vertical, que
contenien MS solid complementat amb 1% de sacarosa,es varen transferir a plaques de
6 pous, que contenien 8 ml del medi MS liquid, a raé de 8 plantes per pou. Després de
10 dies de creixement, es va substituir el medi de cada pouet per medi fresc que

contenia 0 no, en el cas del control, els segiients compostos: 500 uM SA (acid salicilic),
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100 uM MeJA (metil jasmonat), 20 uM ACC (1-aminocyclopropa-1-carboxilic acid,
precursor de I’etile), 100 uM ABA (acid abscisic), o 1 uM flagel-lina 22. També es va
afegir medi fresc a les plantes que se’ls varen fer ferides amb unes pinces de ferro
préviament esterilitzades, tal com es descriuen Rojo i col., (1998). Un cop canviat el
medi, es va prendre mostres a diferents temps: 0, 3, 8 1 24 h. Les mostres es van
polvoritzar en nitrogen liquid, amb ’ajuda d’un morter, i es van guardar a -80°C fins a
el moment del seu us.

Per estudiar l'expressié de diferents gens de resposta a ABA en plantes de tipus
silvestre 1 35S::ADC2, es va seguir el mateix procediment, perod les plantules es van

tractar només amb ABA, i es van prendre mostres a les 01 3 h.

3.2.2 Creixement en terra d’Arabidopsis

Per al creixement de plantes en terra, es va utilitzar com a substrat una barreja de
torba:vermiculita (3:1) préviament tamisada, per tal d’eliminar els trossos de torba grans
1 obtenir un substrat homogeni.

En el cas concret dels experiments de deshidratacio i fred es varen utilitzar testos de
6 cm d'ample, 6 cm de llarg 1 6 cm de profunditat, que es van omplir amb la mateixa
quantitat de substrat (70 g), comprimint suaument. Posteriorment, es van regar amb
soluci6 nutritiva Hoagland 1 Arnon (1938) (Taula M.1), perqué el substrat obtingués la
humitat suficient per a la germinacio de les llavors. Per aquests experiments, es van
sembrar unes 20-30 llavors, sense esterilitzar, directament a cadascun dels testos, que es
van cobrir amb plastic transparent, per mantenir un major grau d'humitat i es van posar
a 4°C en foscor 48h-72h per estratificar-les 1 sincronitzar la germinacid. Per tenir un
nombre homogeni de plantes, 9-12 dies després de la sembra es va eliminar 1’excés de
plantes deixant exactament 10 plantes per test.

Per als experiments de transpiracid i observacid d'estomes, les plantes es van
cultivar individualment, en testos rodons de 4 cm de diametre 1 5 cm de profunditat, per
tal de facilitar el maneig, 1 evitar al maxim el dany mecanic, durant les mesures de
transpiracio i presa de mostres per observar estomes. La quantitat de substrat va ser
igual a tots els testos, i es va seguir el mateix protocol que en el cas anterior, pero el
nombre de llavors inicial es va reduir a 4-5, i un cop germinades es va deixar una Unica

planta per test.
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Taula M.1. Composicié de la soluci6 nutritiva Hoagland i Arnon (1938)

Macronutrients | NO3” NH," PO | K Ca®" Mg™* S0.>
mM 7.0 1.0 1.0 3.0 2.0 0.5 0.5
Micronutrients | Fe Mn Zn B Cu Mo Co
uM 19 15 5 9 5 0.9 0.3

pH de 6, conductivitat eléctrica 1.0 S

(Les impureses de l'aigua aporten Cl 1 Na)

Les plantes es van cultivar a 22 + 1°C en fotoperiode de dia curt (8h de llum, 16h de
foscor) per als experiments de deshidratacio i transpiracid, i1 en fotoperiode de dia neutre
(12h de llum, 12h de foscor) per als experiments de fred. En tots els casos la intensitat
de llum utilitzada va ser de 110pmol/m’s i la humitat d’aproximadament el 70%. Les
plantes es van regar 2-3 vegades per setmana amb solucié de Hoagland i Aranon.

Les plantes per als experiments de deshidratacid es van cultivar en condicions de
dia curt per minimitzar les diferéncies de mida entre les plantes de tipus silvestre i les
linies transgeéniques 35S.:ADC2, que presenten un fenotip de nanisme (Alcéazar i col.,
2005), més pronunciat en condicions de dia llarg, aixopodria representar una variable

addicional i per tan emmascarar els resultats dels experiments.

3.2.2.1 Deshidratacio.

Per a dur a terme els experiments de deshidratacio es van fer servir plantes de 4
setmanes d'edat. Al inici del procés es van regar les plantes 1, seguidament, es van posar
damunt de paper de filtre per eliminar 1'excés de solucié de reg. Aixi, ja que tots els
testos contenien la mateixa quantitat de substrat, s’assegurava que el procés de
deshidratacié comengava amb aproximadament el mateix contingut d'aigua en tots els
testos. Per accelerar la deshidrataci6 es va passar de condicions d’iluminaci6 de dia curt
(8 h de llum/16 h de foscor) a dia llarg (16 h de 1lum/8 h de foscor) i es va incrementar
la temperatura de 22C° a 24C°. D'aquesta manera es simulaven més les condicions
naturals, ja que els periodes de sequera van acompanyats normalment d'un increment de
temperatura i es donen durant les estacions en que els dies son més llargs (estiu). Les
plantes es van deixar de regar durant 14 dies, 1 es van prendre mostres a diferents temps:

dia 0 (dia en que es va comencar l'experiment), i dies 2, 4, 8, 11 i 15, per analitzar
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diferents parametres: quantitat d’aigua retinguda pel substrat, contingut relatiu d'aigua
en les fulles, potencial de soluts, nivells de poliamines, i nivells d'ABA. Per determinar
el grau de resistencia a deshidratacid, en un experiment paral-lel, realitzat en les
mateixes condicions, després dels 14 dies de deshidratacid, es van regar de nou les
plantes i, transcorreguda una setmana, es va determinar el percentatge de superviveéncia.

Per estudiar I’efecte de les gibberel-lines en la tolerancia a deshidratacid, una
setmana abans de comengar el procés, les plantes es van ruixar amb una solucié 10 M
de GAs + 0,1% Twen-20 cada dos dies, tal com descriu (Hsieh i col., 2002). E1 GA;
provenia d’una solucid mare en que es trobava dissolt en etanol, per aquest motiu, les
plantes no tractades es van ruixar amb aigua destil-lada que contenia una quantitat

d’etanol equivalent a la que es trobava dissolt el GA310,1% de Twen-20.

3.2.2.2 Congelacio.

La tolerancia a congelacid es va determinar en plantes de 3 setmanes crescudes en
les condicions indicades anteriorment. Per determinar la temperatura Optima, en que hi
hagués una relacié supervivencia/nombre total de plantes tal que permetés comparar les
diferents linies entre si, inicialment es van realitzar congelacions a -7 °C, -6 °C 1 -5 °C,
en el cas de plantes no aclimatades, i a -12 i -13 °C per a plantes aclimatades. Les
temperatures optimes van resultar ser de -5 °C 1 -12 °C, de manera que els estudis
definitius de tolerancia a congelacié es van realitzar a aquestes temperatures. Tots els
experiment de congelacio es van realitzar en una camera Radiber model GS-1456 ESP
(Radibber, Barcelona).

L'assaig es va iniciar mantenint les plantes a 4°C durant 30 min, i es va anar baixant
la temperatura 2°C/h fins a aconseguir la temperatura desitjada, a la qual es van
mantenir les plantes durant 6 hores. Transcorregut aquest temps, es van descongelar les
plantes mantenint la cambra a 4°C. L'aclimatacid es va dur a terme posant les plantes a
4°C durant els 7 dies previs a la congelacid, en les mateixes condicions de llum i
humitat que els dies anteriors. En finalitzar el tractament de congelacié les plantes van
ser retornades a les condicions normals de creixement i, transcorreguts 14 dies, es va

determinar el nombre de supervivents (Cuevas i col., 2008).
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3.3 Determinacio de parametres relacionats amb I’estreés hidric

3.3.1 Determinacio de la quantitat d'aigua retinguda pel substrat

Com s'ha indicat anteriorment, tots els testos utilitzats en els experiments de
deshidratacié contenien la mateixa quantitat de substrat, per tal d'aconseguir que la
capacitat de retenir aigua fos homogenia.

Al inici de l'experiment de deshidratacio es van pesar tots els testos amb el substrat
totalment hidratat, 1 es van tornar a pesar cada dia que es va prendre mostra (T). Al
final del periode de deshidratacid es van deixar els testos 2 dies a 70°C per determinar el
pes sec (PS). A partir de les dades obtingudes es va calcular el contingut gravimeétric
d'aigua al sol (SGWC) aplicant la formula:

SGWC = (T-PS)/PS
Aquest valor ens dona una idea de l'estat hidric del substrat, és a dir l'aigua

retinguda en aquest (Gaxiola i col., 2001).

3.3.2 Determinacié del contingut relatiu d'aigua en les fulles

Per determinar el contingut relatiu d'aigua en les fulles (RWC), un parametre que
ens dona idea de 1'estat hidric de la planta, es van utilitzar 7 plantes de tipus silvestre i
de cada linia transgenica , crescudes en diferents testos, i es va seguir el protocol descrit
per Gaxiola i col (2001). De cada planta es van prendre dues fulles de la roseta basal
totalment expandides 1 es va determinar el seu pes fresc (PF). Aquestes fulles es van
deixar surant en aigua desionitzada a 4°C tota la nit 1, 'endema, després d'eliminar les
gotes d'aigua de la superficie foliar amb paper absorbent, es van pesar de nou (pes
rehidratat: PR), i es van deixar assecar en una estufa a 70 °C durant 24 h per determinar
el pes sec (PS). A partir de les dades obtingudes es va calcular el RWC aplicant la

segiient formula:

RWC = (PF-PS)/(PR-PS)
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3.3.3 Determinacio del potencial de soluts

Com en el cas anterior, es van utilitzar un minim de 7 plantes de tipus silvestre i de
cada linia transgenica crescudes en diferent test, i es va seguir el protocol descrit per
Gaxiola i col (2001). En aquest cas es van utilitzar totes les fulles de la planta, 1 es van
deixar surar en aigua desionitzada a 4°C tota la nit. L'endema, després d'eliminar les
gotes d'aigua de la superficie foliar, es van congelar les fulles i, a continuacio, es van
descongelar 1 es van homogeneitzar. L ’homogeneitza’t resultant es va centrifugar a
400g, 1 la saba resultant es va analitzar amb un osmometre de congelacid (Fiske One-
Ten, Advanced Instruments, Estats Units). A partir de les lectures obtingudes
(mmol/kg) es va calcular el potencial de soluts (ys) en MPa mitjancant I'equacio de
Van't Hoff (Taiz i Zeiger, 1998):

s = - mols de solut(R-T)

R =0.0083141 MPa mol™ X!
T=295K

3.3.4 Mesures de transpiracio.

Per mesurar la taxa de transpiracié es van utilitzar plantes de 6-8 setmanes d'edat,
evitant fer servir les fulles més velles o les més joves. Es va tenir en compte que les
plantes estiguessin en condicions Optimes de creixement, €s a dir ben regades i sense
cap tipus d'estres.

Les mesures es van realitzar amb un analitzador d'intercanvi de gasos LI-COR LI-
6400 (LI-COR Biosciences, Estats Units), que dona els valors de transpiraciéo en mmol
H,O-m™s™. Aquest analitzador determina les diferéncies del contingut d'aigua entre
dues celles, mitjancant fraccions molars d'aquesta en 1'aire, compara una cel-la on hi ha
la fulla de la planta a analitzar amb una altra en les mateixes condicions (CO,, T?, flux
d’aire 1 area) pero sense la fulla (Caemmerer 1 Farquhar, 1981).

Totes les mesures es van iniciar 1 hora després de que s'encenguessin els llums de
la cambra de cultiu i es van finalitzar 1 hora abans que aquestes s'apaguessin. En tots els
casos la font de llum, era la de la cambra de cultiu, que tenia una intensitat de
110um01/m2s. La concentraci6 de CO, a I’aparell LI-COR LI-6400 es va fixar a 400
umol CO,. mol aire™, la T* i la humitat van ser les de la camera de cultiu (22°C i 70%

d'humitat). Per realitzar les mesures el LI-COR LI-6400 es va mantenir dins de la
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cambra de cultiu tancada, evitant aixi l'entrada de CO; de I'exterior, que podria alterar
les mesures a causa d'un major tancament estomatic, amb la conseqlient disminuci6 dels

valors de transpiracio.

3.3.5 Determinacié del nombre d'estomes i del grau d’obertura estomatica.

Per determinar el nombre d'estomes 1 el grau d'obertura estomatica es van utilitzar
plantes de 6-8 setmanes d'edat, crescudes en les condicions descrites en l'apartat 3.2.2.

Es van utilitzar com a minim 5 fulles de 5 plantes diferents per linia analitzada, a
les quals, se'ls van arrencar acuradament fragments d’epidermis abaxial mitjancant unes
pinces. Aquests fragment es van col-locar en un porta-objectes sobre una gota de
solucié tampd (Smm KCI, 10mm TrisMes i pH 6.15), procurant que 1'epidermis quedés
totalment estesa, i es van cobrir amb un cobreobjectes. Per a les observacions
microscopiques es va utilitzar un microscopi Nikon diaphot (Nikon, Japod) al qual hi
havia acoblada una camera fotografica Canon EOS 450D (Canon, Japo). Les fotos es
van analitzar amb el programa ImageJ 1.41 (National Institutes of Health, Estats Units).
Per determinar el nombre d'estomes per unitat de superficie es van contar els que hi
havia en cada fotografia, tenint en compte que totes es varen realitzar amb el mateix
objectiu 1 que, per tant, tenien la mateixa mida, 1 es va calcular la mitjana. Per
determinar I'obertura estomatica es va mesurar 1'ample i llarg del porus format entre les
dues ceél-lules oclusives, 1 el valor de 1’obertura es va calcular com la relacid
amplada/llargada, de manera que quant més gran era el valor obtingut major era

I'obertura estomatica.

3.4 Determinacio de parametres relacionats amb la resposta a ABA

3.4.1 Obertura estomatica en resposta a ABA.

Per observar els estomes es va seguir el protocol descrit en l'apartat anterior (3.3.5),
perod, abans de separar l'epidermis abaxial, les fulles van estar exposades a tractaments
amb diferents concentracions d’ABA.

Abans que s'encenguessin els llums de la cambra de cultiu, es van prendre les fulles

1 es van posar surant, amb la cara abaxial cap baix, en una solucié tampo (Smm KClI,
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10mm TrisMes i pH 6.15) durant 2.5 h. Passat aquest temps, es van transferir a una altra
solucidé tampd, igual que l'anterior, perd amb diferents concentracions d'ABA: 0, 0,1, 1,
10 1 100 uM, on es van mantenir durant 3h (Gaxiola i col., 2001). Passat aquest temps,
es va separar l'epidermis abaxial i es va procedir a observar els estomes al microscopi, i

a mesurar la seva obertura, com s’ha descrit en l'apartat anterior.

3.4.2 Creixement d’arrels amb aplicacio exogena d’ABA

Per determinar com afecte ’ABA al creixement de les arrels es va seguir el
protocol descrit Rodrigues 1 col (2009). Es van sembrar les llavors en plaques de Petri,
que contenien medi MS 0.5X, complementat amb 1% de sacarosa 1 solidificat amb 1%
de Plant Agar. Després de dos dies d'estratificacié a 4°C, es van deixar créixer les
plantes en condicions de dia llarg (16h/8h foscor), a 22 °C, i mantenint les plaques en
posicid vertical. Transcorreguts 4-5 dies, es van passar les plantules a plaques que
contenien el mateix medi de cultiu complementat o no (control) ambABA 10 puM.
Aquestes plaques també es van mantenir en posicid vertical per tal de que les arrels no
penetressin en el medi i poder veure, aixi, el creixement de cadascuna. Per aixo, despres
de 12 dies, es van mesurar les arrels a partir de fotos que s’havien pres amb una camera

Canon EOS 450D 1 analitzant les imatges amb el programa Image J.

3.4.3 Germinacio de les llavors en presencia d’ABA exogen

Per determinar I'efecte del ABA sobre la germinacio de les llavors es van realitzar
dos tipus d'assajos. En un d'ells, les llavors de plantes de tipus silvestre 1 de les dues
linies transgeéniques sobreexpresores d’ADC?2 tolerants a deshidrataci6 (2.1 1 3.6) es van
sembrar en plaques de Petri que contenien medi de cultiu solid MS, complementat o no
amb ABA 0, 5 um, es van estratificar a 4°C durant 48 h a la foscor i, transcorregut
aquest temps, es van deixar créixer en condicions de dia llarg (16h/8h foscor), a 22 °C.
El percentatge de germinaci6 es va determinar en base a l'aparicio de la radicula, i es va
monitoritzar cada dia durant 12 dies.

En el segon assaig, les llavors es van sembrar en medi MS solid, complementat

amb diferents concentracions d'ABA (0, 0,5, 1, 2, 3 1 5 mM), es van estratificar igual

53



Materials i métodes

que en l'assaig anterior, 1 després de 5 dies de creixement a 22°C, en condicions de dia

llarg, es va determinar el percentatge de germinacid, en base a I'aparicio de la radicula.
Es van utilitzar aproximadament 100 llavors de cada genotip en cada medi de

cultiu, 1 es van realitzar 3 experiments de germinacio per a cadascuna de les condicions.

Els resultats son la mitjana dels 3 experiments.

3.5 Analisi dels nivells de poliamines per cromatografia liquida d'alta resolucio

(HPLC)

3.5.1 Extraccio de PAs a partir de teixit vegetal

Les mostres de material fresc (300 mg) es van polvoritzar en nitrogen liquid 1 es
van homogeneitzar amb 1 ml de PCA 5% (v/v). Els homogeneitzats es van centrifugar a
21.000 g durant 20 min per separar la fraccid soluble (S) de la insoluble (P). El
sobrenedant contenia les PAs lliures (S) i les conjugades solubles (SH), mentre que el
residu contenia les PAs conjugades insolubles (PH). El residu es va resuspendre en 1
vol de NaOH IN. Aliquotes de 200 ul d’aquesta suspensid i del sobrenedant es van
hidrolitzar amb 1 vol de HCI 12N, durant 16 h a temperatura ambient, per separar les
bases lliures dels seus conjugats. Posteriorment, els hidrolitzats es van centrifugar a
21.000 g durant 20 min per eliminar el material carbonitzat després del tractament. El
sobrenedant es va transferir a vials topazi de 5 ml 1 es va evaporar a 65°C aplicant buit.

El residu es va resuspendre en 1 vol de PCA 5% (v/v) per a posterior dansilacid.

3.5.2 Dansilacio de PAs

Les PAs presents en les fraccions S, SH 1 PH es van dansilar seguint el métode
descrit per Marce 1 col. (1995). Per aixo, a 200ul d’extracte de cadascuna de les
fraccions es va afegir 1 vol de solucioé saturada de Na,COs, 40ul de 1,7-diaminohepta
(HTD) 50uM, com a estandard intern, i 2 vol de clorur de dansil (5 mg/ml en acetona), i
es va incubar durant 16 h en foscor a T* ambient. Transcorregut aquest temps, es van
afegir 100 pl de prolina (100 mg/ml en aigua), per aturar la reaccid de dansilacid, i es va
incubar 30 min a T* ambient. Les PAs dansilades es van extreure amb 500 pl de tolu¢

mitjangant agitacié vigorosa amb un vortex. Es van recuperar 500 pl de la fase organica
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1 es van evaporar aplicant buit. Finalment, els extractes dessecats es van resuspendre en
800 ul d’acetonitril 1 es van filtrar a través de membranes de 0,45 um de porus per

’analisi per HPLC.

3.5.3 Preparacio dels estandards de PAs
Per determinar els temps de retencio de cada PA analitzada es van utilitzar patrons
de concentracid 1 composicid coneguda, que es van dansilar seguint el mateix
procediment descrit per les mostres. Els patrons utilitzats 1 els seus temps de retencio

aproximats s'indiquen a la Taula M.2.

Taula M.2. Temps de retenci6 de les poliamines en la separacié per HPLC .

Poliamina Temps de retencio (min)
Putrescina 5,68
1,7—diaminohepta 7,17
Espermidina 7,90
Espermina 8,73

3.5.4 Separacio de PAs per cromatografia liquida d'alta resolucio (HPLC)

La identificacié i quantificacié de PAs es va realitzar per cromatografia liquida
d'alta resolucié (HPLC), seguint el protocol descrit per Marcé i col. (1995).

Per a la separacid es va utilitzar una columna Sphereclone ODS(2) C-18 de fase
reversa (250 x 4,6 mm), amb una mida de particula d'ompliment de 5 micres, i diametre
de porus de 80 A (Phenomenex, Estats Units), precedida per una precolumna de 5
micres de caracteristiques similars. El gradient es va mantenir mitjancant 1ds d'una
bomba bifasica Perkin Elmer 200. La lectura espectrofluorimétrica es va realitzar en un
detector de fluorescencia Applied Biosystems Kratos Spectroflow 980 (Life
Technologies, Estats Units), a longituds d'ona d'excitacié i emissié de 252 i 500 nm,
respectivament. Les mostres es van injectar a la columna en aliquotes de 20-40 pl, i els
derivats dansilats es van eluir amb un gradient d'acetonitril: aigua (70:30) durant 4 min i

100% acetonitril durant 4 min més.
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3.5.5 Quantificacio dels nivells de PAs

Els pics obtinguts en el cromatograma es van integrar utilitzant el programa
informatic TotalChrom II® (Perkin Elmer, Estats Units). Es van realitzar rectes de
regressio absorbancia/concentracid per a cadascuna de les PAs analitzades utilitzant
diferents quantitats de cada poliamina i les pendents obtingudes van ser:

Put = 52,083

Spd = 41,152

Spm = 32,894

Aquests valors es van substituir per la K en la segiient formula per obtenir la

quantitat de la PA corresponent:

Area PA

PA (nmol.g PF') =K —————
Area HTD

3.6 Analisi dels nivells ABA pel métode ELISA

Els nivells d'ABA en les diferents mostres es van determinar pel métode ELISA

indirecte (Walker-Simmons, 1987).

3.6.1 Extraccio i purificacio de les mostres per a la determinacio d’ABA.

Rosetes de diferents plantes es van polvoritzar amb nitrogen liquid. Es van pesar
aproximadament 200 mg d'aquesta pols, es van homogeneitzar amb 750 pl d'una mescla
d'acetona: aigua: acid acetic (80:19:1, v:v:v) i es van deixar a -20°C en foscor durant 16-
24 h. Després de centrifugar els homogeneitzats a 21.000 g durant 20 minuts, es va
guardar el sobrenedant, i es va realitzar una nova extraccidé amb el sediment. Els
sobrenedats obtinguts en les 2 extraccions es van ajuntar, i I'extracte total es va evaporar
per arrossegament amb corrent de nitrogen. El residu sec es va conservar a -70°C fins al

moment de 1'analisi.

3.6.2 Quantificacio dels nivells d'ABA

Per quantificar els nivells d’ABA, les mostres, obtingudes com s’indica en 1’apartat

anterior, es van diluir 1:24 (p:v) amb TBS (6 g/l Tris, 8,8 g/l NaCl, 0,2 mg/l MgCl,, pH

56



Materials i métodes

7,8). D’altra banda, es va elaborar una recta patr6 amb 6 concentracions diferents
d'ABA: 15, 30, 75, 100, 150 1 250 pg ABA/100ul TBS i un control negatiu sense ABA
(Std 0). Les mostres i els patrons es van barrejar amb anticos monoclonal anti-ABA
(Mab) (2 mg Mab/135 ml TBS que contenia BSA al 0,2% p/v) en la proporcio 1:1 i es
van incubar a 4°C tota la nit.

Com antigen per al analisi tipus Elisa es van utilitzar conjugats ABA-BSA cedits
per la Dra Teresa Lafuente (IATA, CSIC, Valéncia), que havien estat preparats segons
descriu Weiler (1980) amb algunes modificacions (Norman i col., 1988).

En cada pouet de la placa Elisa (multiwell plate, Sigma) es van carregar 200 pl del
conjugat ABA-BSA, es va tapar la placa amb paper d'alumini, i es va incubar tota la nit
a 4°C. Al dia segiient, es va rentar la placa dues vegades amb la solucid de rentat (TBS,
0,5% Tween-20, 0,1% p/v BSA), i es va fer un tercer rentat amb aquesta solucid, perd
incubant la placa a la foscor, durant 10 minuts a T* ambient. Una vegada eliminat
I’excés d’antigen, es van afegir a cada pouet 200 pl de les mostres o patrons d’ABA
units a Mab (dos pouets per mostra, Figura M.1). Es va tapar la placa amb paper

d'alumini i es va incubar 2 hores a T* ambient.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

St
A St0 | 100 M2
B « «

St
C St 15 | 150 M3
D « «

St
E St 30 | 250 M4
E « «
G St75 | M1 M5
H «

Figura M.1. Esquema del muntaje d’un placa ELISA amb les mostres (M) i els patrons (St).

Passat aquest temps, es van fer 3 rentats amb tampd de rentat i es van carregar 200
ul per pouet d’una dilucié 1:1000 d’anticos secundari (anticos anti-ratoli unit a fosfatasa
alcalina) en TBS. Es va tapar la placa amb paper d'alumini i es va incubar 2 hores a T*
ambient. A continuacio, es va rentar 3 vegades amb la solucid de rentat i es va carregar

cada pouet amb 200 pl de substrat (1 mg p-nitrofenol fosfat disodic/ ml bicarbonat sodic
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0.05 M). Després d’incubar durant aproximadament 1 h, es van realitzar lectures
d'absorbancia, amb un lector de plaques ELISA SpectraMax M3 Multi-Mode
Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, Estats Units), cada 5 min a 405
nm fins que 'absorbancia del St 0 va ser propera a 1. Aquests valors es van utilitzar per
realitzar els calculs corresponents i calcular la concentraci6 d'ABA en les mostres
analitzades. També es va considerar indicativa una lectura del patr6é de 15 pg ABA/100
pl TBS propera a 0,75. L’absorbancia de les mostres es inversament proporcional a la
quantitat d’ABA present en les mostres originals incubades amb Mab

A partir dels resultats d'absorbancia obtinguts per als estandards d’ABA, es va
realitzar una recta de regressid absorbancia/concentracio (i = Ax + B). Cal tenir en
compte que en totes les plaques ELISA es van posar estandards, cosa que va permetre
realitzar una recta per placa. Els valors d'absorbancia de les mostres es van substituir en
I'equaci6 de la recta corresponent, obtenint aixi la quantitat (pg) d’ABA que contenia
cada pouet (100 pl) (valor L). Aquest valor es va substituir a l'equacié segiient per

obtenir el contingut d'ABA en cada mostra:

VMt-VE

Contingut ABA PFH) =L—M
& (pg/e PF) 100-Va-P

VE = volum de TBS en que s'ha suspes l'extracte sec inicial = 500 pl

VMT = volum de la mescla de reaccio (Va + 230ul de TBS + 250ul de MAB) = 500 ul
Va = aliquota de I'extracte sec inicial resuspés amb TBS =20 pl

P = pes fresc de lamostra=0,2 g

3.7 Meétodes bacterians

3.7.1 Soques bacterianes

Per a obtenir les construccions genétiques utilitzades en aquest treball es va utilitzar
la soca DHS5a d’Escherichia coli. Per a 1’agroinfiltracié de fulles de Nicotiana

benthamiana es va utilitzar la soca d’Agrobacterium tumefaciens EHA-105.
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3.7.2 Medis de cultiu

Per al cultiu de bacteris es van utilitzar els segiients medis:

LB (Luria-Bertani): 10 g/l triptona, 5 g/l extracte de llevat i 10 g/l de NaCl en

aigua, ajustant el pH a 7,0 amb NaOH. En el cas del medi solid, es van addicionar 10 g/l
de bactoagar. El medi es va autoclavar 30 min a 121°C i, en cas necessari, es va deixar
refredar fins a 50°C abans d’addicionar els antibiotics corresponents. Aquest medi es va
fer servir per al cultiu de E. coli.

YEB: 5 g/l d’extracte de carn, 1 g/l d’extracte de llevat, 5 g/l bacto-peptona, 5 g/l
sacarosa i 0,5 g/l de MgSO4-7 H,O en aigua. El pH es va ajustar a 7,0 amb NaOH 1 es
va procedir com en el cas anterior. Aquest medi es va fer servir per al cultiu d’4.

tumefaciens.

3.7.3 Antibiotics

Es van preparar solucions mare concentrades que es van esterilitzar per filtracio,
utilitzant membranes de 0,22 pm de porus (Millipore Corporation, Estats Units), 1 es
van conservar a -20°C en aliquotes d’1 ml. Els antibiotics 1 les concentracions

utilitzades es mostren en la Taula M.3.

Taula M.3. Antibiotics utilitzats.

Antibiotic Solucio stock Concentracio de treball
Ampicil-lina 100 mg/ml en aigua 100 pg/ml
Kanamicina 100 mg/ml en aigua 25 pg/ml
Rifampicina 25 mg/ml en DMSO 100 pg/ml

Carbenicil-lina 100 mg/ml en aigua 100 pg/ml

Cloramfenicol 34 mg/ml en EtOH 10 pg/ml

3.7.4 Preparacio de cel-lules competents pel metode del CaCl2

A partir d’un glicerinat de la soca DH5a d’E. coli es va realitzar una sembra per
esgotament en medi LB solid. Després de 12 h a 37°C, es va inocular una colonia

aillada en 3 ml de medi LB liquid i es va mantenir 12 h en agitaci6é a 250 rpm 1 37°C.
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Aquest cultiu es va diluir 1:500 en medi LB i es va deixar créixer en les mateixes
condicions. Quant la ODgq es va trobar entre 0,5 1 0,6 es va centrifugar a 1600 g durant
10 min a 4°C. El sediment es va resuspendre en 1 ml d’una soluci6 de CaCl, 20 mM i es
van fer aliquotes de 50 pl, que es van mantenir a -80°C fins la seva utilitzacio.

Per la preparacio de cel-lules competents d’A. tumefaciens EHA es va seguir el
mateix protocol, pero substituent el medi LB pel medi YEB, al que es van afegir 100

png/ml de rifampicina.

3.7.5 Transformacio de bacteris competents per xoc térmic

Per a E. coli, aliquotes de 50 pl de cel-lules competents es van incubar amb 2 pl del
plasmidi d’interes, obtingut com s’indica en I’apartat 3.7.4, durant 5-30 min en gel.
Seguidament es va fer un xoc térmic de 45 seg a 42°C i, immediatament, es van
transferir els tubs a gel, on es van mantenir durant 2 min. Passat aquest temps, s’hi van
addicionar 250 pl de medi LB, préviament escalfat a 37°C, 1 es van mantenir una hora
en agitacio a 250 rpm 1 37°C. Aliquotes de 150-250 pl del cultiu liquid es van sembrar
en plaques de LB solid, amb els antibiotics de seleccid, i es van incubar a 37°C fins que
van apareixer colonies (aproximadament 16 h).

Per a A. tumefaciens, a una aliquota de 50 ul de ce¢l-lules competents s’hi van afegir
1-3 pg del plasmidi d’interés 1 es va congelar immediatament en nitrogen liquid. A
continuacio es va posar en un bany Maria a 37 °C durant 5 min i, passat aquest temps,
s’hi va addicionar 1 ml de medi YEB i es va mantenir a 28 °C, entre 3 1 5 hores, en
agitacio a 250 rpm. Passat aquest temps, es van sembrar 150-250 pl del cultiu liquid en
plaques de medi YEB solid amb els antibiotics de seleccio 1 es van incubar a 28°C fins

que van apareixer colonies (aproximadament 36 h).

3.7.6 Extraccio de DNA plasmidic d’E.coli

El DNA plasmidic es va extreure a partir de 5 ml de cultiu bacteria crescut a
saturacié fent servir el DNA Miniprep Kit® (Qiagen, Anglaterra). Una vegada extret, el
DNA es va purificar amb les columnes incloses en el kit i es va quantificar en un

NanoDrop (Thermo Scientific, Estats Units).
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3.8 Meétodes de manipulacio, extraccio i quantificacio d’acids nucleics.

3.8.1 Adquisicio de plasmids

Els vectors de utilitzats per a I’expressié de proteines en plantes de tabac per la
seva posterior purificacié o localitzacid varen ser: pYL436 (pC-TAPa, Gene Bank
Accession no. AY737283) (Rubio i col., 2005), pEarleyGatel101 (per fusionar YFP a C-
terminal), pEarleyGatel02 (per fusionar CFP a C-terminal), pEarleyGatel03 (per
fusionar GFP a C-terminal) i pEarleyGate104 (pera fusionar YPF a N-terminal) (Earley
1 col.,, 2006). Aquests plasmidis, igual que el que contenia la regié codificant
d’AtCuAO1 fusionada a TAP (DKLATI1G62810), es van obtenir a partir de
1'Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) (http://www.arabidopsis.org) (estocs:
CD3-679, CD3-683, CD3-684, CD3-685, CD3-686 i DKLATIG62810,
respectivament). El marcador peroxisomal CFP-SKL (Nelson i col., 2007) també va ser
obtingut a través d’ABRC (Estoc CD3-977), mentre que el marcador de secrecid
extracel-lular SPG-DsRed (Torrent i col., 2009) va ser proporcionat per la Dra. Dolors

Ludevid (Centre de Recerca en Agricultura Genomica, Barcelona).

3.8.2 Oligonucleotids

Els oligonucleodtids, o encebadors, per a les reaccions de PCR, es van dissenyar
utilitzant el programa informatic PrimerExpress® (Applied Biosystems, Anglaterra). En
general, es van seleccionar encebadors amb una temperatura d’aparellament de 50-
65°C, 1 una longitud de 18-22 pb, sense estructures secundaries que facilitessin la
formacié de homo i heterodimers. Els oligonucleotids van ser sintetitzats per Sigma
oligos (http://www.sigmaaldrich.com/life-science/customoligos.html).

En la Taula M.4 es mostren tots els encebadors utilitzats en aquest treball.
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Materials i métodes

3.8.3 Obtencio dels plasmidis portadors dels gens d’interés

Tots els clonatges per a 1’obtencié de les construccions genetiques d’interés es van
fer mitjangant Tecnologia Gateway (Invitrogen, Live Technologies, Estats Units), una
tecnologia de clonatge universal basada en les propietats de recombinacid especifiques
de lloc del bacteriofag lambda (Nunes-Duby i col., 1989), que permet introduir
seqiiencies de DNA en multiples vectors, per a I’analisi funcional i I’expressio proteica,
d’una manera rapida 1 eficient. La recombinacié lamba es catalitzada per diferents
enzims que s’uneixen als llocs att, prenen els llocs diana, els tallen i hi uneixen I’ADN
covalentment, podent efectuar la reaccid de transferencia de I’ADN heteroleg
(flanquejat amb llocs a#f) entre vectors Gateway, per la via litica o lisogenica. La via
litica o reaccid LR recombina un substrat atflL (entry clone) amb un atfR (destination
vector) per crear un expression clone amb llocs attB. D’altre banda, la via lisogeénica, o
reaccio BP, recombina un substrat a#zB amb un a#P (donor vector) per crear un entry

clone amb llocs atfLL (Figura M.2).

cedB ceoB
) / clonase o »
Destinaticn — Expression Donor
+ vector Tp— clone + vector
BP clonase

Figura M.2. Esquema de la tecnologia de recombinacié Gateway.

3.8.3.1 Generacio dels entry clones

Les regions codificants d’ADCI, AtCuAO2 i AtCuAO3 es van amplificar per PCR a
partir de ¢cDNA, obtingut per RT-PCR d'ARN de fulles d’A4. thaliana (veure apartat
3.8.8), utilitzant els segilients oligonucleotids especifics dels gens: ADCI ORF GAT FW
1 ADCI ORF GAT RV, AtCuAO2-FWD i AtCuAO2-REV, AtCuAO3-FWD i AtCuAO3-
REV. Les regions subratllades dels encebadors directes faciliten la incorporacid
direccional de la insercié en el vector, i els encebadors inversos es van dissenyar
eliminant el codd d'aturada. Per mantenir el cod6 d'aturada d’A7CuAO3 es va fer servir
I’encebador AtCuAO3-REV-stop, juntament amb AtCuAO3-FWD. Els productes de
PCR es van visualitzar en un gel d’agarosa, i les bandes desitjades, purificades amb el
kit d'extraccio de gel QIAquick (Qiagen, CA, EUA) (descrit en I’apartat 3.8.6), es van
introduir en el vector pPENTR/D-TOPO (Figura M.3), utilitzant la tecnologia Gateway
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d'acord amb el protocol proporcionat pel fabricant (Invitrogen Life Technologies),
donant lloc als plasmids ADCI entry clone, AtCuAQO?2 entry clone i AtCuAQO3 entry
clone. Els vectors DKLLAT4G34710 i DKLAT1G62810, obtinguts del ABRC, contenien
les regions codificants d’ADC2 i AtCuAOI, les quals es van transferir al vector
pDONR221, mitjancant una reaccido BP, per obtenir els plasmidis ADC2 entry clone i
AtCuAOl entry clone. Tots els entry clone generats es van seqiiénciar, tal com s’indica
en l’apartat 3.8.5, per tal de comprovar que contenien les corresponents seqiiencies

codificants correctament orientades 1 que aquestes no tenien cap mutacio.

Not|
Asc |

Figura M.3. Esquema de pENTR/D-TOPO, tal com es pot veure, aquet vector ja conte les
regions attL1 i attL.2 .

3.8.3.2 Generacio dels expression clones

Per als estudis de localitzacié de proteines, les seqiiencies codificants d’4ADC/! i
ADC?2 sense el codo de STOP, contingudes en els respectius entry clones, es varen
transferir, mitjancant una reaccid LR, als destination vectors pEarleyGatel02 i
pEarleyGatel03, respectivament, donant lloc als vectors d’expressié en planta ADCI-
CFP i ADC2-GFP. Les seqiiencies codificants d’AtCudAO1 1 AtCuAO2, sense codd de
STOP, contingudes en els respectius entry clones, es varen transferir, mitjancant una
reaccid LR, al destination vector pEarleyGatel01, donant lloc als vectors d’expressi6 en
planta AtCuAO1-YFP 1 AtCuAO2-YFP. Mentre que, AfCuAO3 amb codd de STOP, es
va transferir al destination vector pEarleyGatel04, donant lloc al vector d’expressié en
planta YFP-AtCuAQ3. En els plasmidis per expressié en tabac tot aixo esta flanquejat
per dos copies del promotor del virus del mosaic de la coliflor (2x35S) i un terminador

Nos (NOSt) (Figura M.4).
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Per a la produccido de proteines recombinants en fulla de tabac i posterior
purificacid, les seqiiencies codificants d’AtCudO1, AtCuAdO?2 i AtCuAQO3, sense codo de
STOP, van ser transferides independentment al destination vector pC-TAPa mitjancant
un reacci6 LR. D’aquesta manera es van obtenir les construccions AtCuAO1-TAP,
AtCuAO2-TAP 1 AtCuAO3-TAP. Aquests tres plasmids contenien les regions
codificants d’AtCudO1, AtCuAO2 i1 AtCuAO3 fusionades a un fag TAP (tandem affinity
purification), en el seu extrem C-terminal, que conté dos copies de la regid d’unié a
immunoglobulina de la proteina A de Staphylococcus aureus (2x1gG-BD), una diana
per a D’escissid per la proteasa 3C del rinovirus huma (3C), una cua de 6 histidines
(6xHIS) 1 nou epitops myc (9xMYC) (Rubio i col., 2005) (Figura M.4).

Tots els plasmids generats van ser directament seqiienciats, tal com s’indica en

I’apartat 3.8.5.

TMV-O
attB1
attB2

E75415355 -] ORF AtCuA01/2 I—m— NOS, A4 l—

TMV-Q
attBl
attB2

B ORF ADC1 I—m— NOS, —A4l—

ORF ADC2 I—m— NOS, =5 R—

TMV-0
attB2

TMV-Q
attBl
attB2

R EE) YEP ORF AtCuAO3 I— NOS, —#<l—

ORFAtCuAOl/ZIB 9XMYC-HIS6-3C-IgG BD gileerrag s e

Figura M.4. Vectors per a la producciéo de proteines en planta generats per recombinacio

TMY-0
attBl
attB2

Gateway.
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3.8.4 Amplificaciéo per PCR

Els fragments de DNA d’interes es van amplificar per PCR (Polymerase Chain
Reaction), després de posar a punt les condicions Optimes de reaccid. Segons la
polimerasa utilitzada, els components i concentracions utilitzats en la mescla de reaccid

van ser els que es mostres a la segiient taula:

Taula M5. Mescles de les diferents PRCs utilitzades. '"Taq™ DNA polymerase (Takara, Japo) va ser
utilitzada per a comprovar les condicions de reaccié dels primers i I’screening de mutants.
*Crimson Taq™DNA polymerase (New England Biolabs, Alglaterra) es va utilitzar per la
comprovacié directa de colonies transformades. *Pwo SuperYield DNA polymerase (Roche, Suisa),
polimerasa proofreading, va ser utilitzada per amplificar els fragments a clonar en un vector. ‘La

composicio del tampé varia segons el fabricant.

Component Mescla de reaccio
DNA Polimerasa Taq™ DNA Crimson Taq™DNA Pwo SuperYield
polymerase’ polymerase’ DNA
polymerase3
DNA motlle 100 ng - 100 ng
Tampé* 2,5 ul (10x, no MgCl,) 10 pl (5x) 5 ul (10x)
dNTPS 10 mM 2 pl 4 pl 4 ul
MgCl, 25 mM 2-4mM - 2,5-5mM
Primer FW 10 pM 1 ul 2l 2 ul
Primer RV 10 pM 1 pl 2l 2 ul
DNA polimerasa 0,25 pl 0,25 pl 0,5 ul
H,0 mQ qgsp. 25 pl gsp. 50 pl gsp. 50 pul

Les temperatures i cicles més utilitzats en la PCR van ser: una desnaturalitzacid
inicial de 5 min a 94°C, seguit de 25-40 cicles (5-15 seg 94°C, 20-60 seg 45-60°C, 1
min/Kb 68-72°C) 1 una extensio final de 8-10 min a 72°C.

Els productes amplificats per PCR es van visualitzar en gels d’agarosa al 0,8% amb

0,4 mg/ml de bromur d’etidi.

3.8.5 Seqiienciacio del DNA

Per la seqiienciaci6 de les construccions es va utilitzar el kit “BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems). La mescla de la reaccié contenia: 100-
200 ng de DNA, 4 pl de mescla de la reaccio de seqiienciacid Terminator Ready

Reaction Mix, 0,32 ul d’encebador 10 uM 1 aigua mQ gsp. 10 pl.

68



Materials i métodes

Les condicions de PCR van ser les indicades pel fabricant: 95°C, 5 min; 30 cicles
(95°C 15 seg, 50°C, 4 min). La seqiienciacido es va dur a terme en la Unitat de
Genomica dels SCT (Serveis Cientificotécnics) de la UB o be en el Servei de

seqiienciacié del CRAG.

3.8.6 Purificacié de fragments de DNA

Els fragments de DNA a purificar es van separar en gels d’agarosa al 0,8% amb
bromur d’etidi (0,4 mg/ml), 1 es van visualitzar a I’'UV amb una longitud d’ona de 360
nm. Els fragments d’interes es van escindir del gel, i el DNA es va extreure de la matriu
d’agarosa mitjangant 1’Gs de columnes comercials “Qiaquick® gel DNA extraction”

(Qiagen, Anglaterra), seguint les especificacions del fabricant.

3.8.7 Extraccio de RNA del teixit vegetal

El material vegetal (50-200 mg), préviament polvoritzat amb nitrogen liquid, es va
homogeneitzar amb 1 ml de Trizol (Sigma) amb I’ajuda d’un Tissuelysser (Qiagen,
Anglaterra). A continuacio, es va realitzar un rentat dels productes lipofils amb 200 pl
de cloroform agitant vigorosament la mostra, deixant reposar 5 minuts en gel, i
centrifugant a 12.000 g durant 15 min a 4°C. A la fase aquosa recuperada s’hi van
addicionar 500 pl d’isopropanol, es va incubar 5 min a T® ambient i, després de
centrifugar a 12.000 g 10 min a 4°C, es va descartar el sobrenedant, i el sediment de
RNA es va rentar amb etanol 75% en aigua lliure de RNases. Després de tornar a
centrifugar es va resuspendre en 100 pl d’aigua lliure de RNases.

La integritat del RNA es va comprovar visualment en gels de bromur d’etidi (0.4
mg/ml) al 3% d’agarosa, 1 la quantitat i puresa es van determinar mitjangant lectura
espectrofotomeétrica de la seva absorbancia a longituts d’ona de 260, 280 1 230 nm. Una
unitat d’absorbancia a 260 nm correspon aproximadament a 40 pg/ml de RNA, que es
considera d’elevada puresa quan la relacid Aeo/Azso €s propera a 2 i la relacid Azeo/Azzo
superior o igual a 2. L’ARN extret es va mantenir a -80°C fins al moment de la seva

utilitzacio.
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3.8.8 Obtencio de cDNA

El cDNA es va obtenir a partir de RNA total, utilitzant el kit de retrotranscripcid
“SuperScriptllI®” d’Invitrogen i1 seguint les especificacions dels fabricant. E1 RNA
total (5 pg) es va tractar amb 1 ul de DNAsa (Turbo DNAse kit AMBION) durant 30
min a 37°C. Posteriorment, es va inactivar la DNAsa afegint 5 pl de reactiu
d’inactivacid i incubant 5 min a T® ambient. El RNA, lliure de DNA, es va purificar
centrifugant 5 min a 10.000 g 1 4 °C. El sobrenedant es va separar en un nou tub, i es va
utilitzar 1 pl per comprovar I’abséncia de DNA genomic mitjangant una PCR amb uns
encebadors sobre introns i visualitzant el producte de la PCR en un gel d’agarosa al
0,8%. A 2,5 ug d’RNA (12,5 pl) tractats amb DNAsa, s’hi van afegir els ANTPs (1 pl
de solucié 10 mM), oligo dT (0,5 pul) 1 hexamers degenerats (0,5 pl), es va incubar a
65°C durant 5 min, es va posar en gel 1 min, i es va centrifugar breument. Després del
procés de desnaturalitzacid, es van addicionar la resta dels components de la mescla de
la reaccio de retrotranscripcid (2,5 pl de tampo de retrotrascripcid10x, 5 pl MgCl2, 1 ul
DTT, 0,5 pul inhibidor de RNAsa, 0,5 pl transcriptasa reversa), i es va dur a terme la
reaccid seguint les especificacions del fabricant (50°C 60 min, 70°C 10 min). El cDNA

obtingut es va diluir 1:10 i es va mantenir a -80°C fins el moment de la seva utilitzacio.

3.8.9 RT-PCR quantitativa

Per a la reaccio de RT-PCR quantitativa es va utilitzar el kit SYBR Green I Master
mix (Roche Applied Science, Germany), en un aparell de RT-PCR quantitativa Light
Cycler 480 (Roche).

La mescla de reaccid contenia: 5 pl de SYBR green PCR Master mix, 0,2 ul d’una
solucié 10 uM de cada un dels encebadors (directe 1 revers), 2 ul de cDNA, o RNA per
a realitzar el control, i aigua ultrapura (SIGMA) q.s.p 10 pl. Les reaccions es van dur a
terme en una placa de 96 pous. Totes les reaccions de PRC a temps real es varen fer per
quadruplicat. Les condicions de PCR van ser 50°C — 2 min, 95°C — 10 min, 45x [95°C —
15 seg, 60°C — 1 min].

El nimero de copies de mRNA presents en cada mostra es va quantificar a partir de
corbes de calibratge, realitzades amb dilucions progressives de cDNA motlle per cada

una de les parelles d’encebadors utilitzats. L’expressid de cada gen es va normalitzar
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respecte al valor obtingut per Actina2, que va ser el gen utilitzat com a control intern

(Alcézar i col., 2005).

3.9 Produccio i analisi de proteines

3.9.1 Produccio de proteines de fusio en N.benthamiana

Per a la produccié de les proteines de fusié d’interes, ja sigui per la seva purificacid
1 el posterior analisi funcional, o bé per a estudis de localitzacié subcel-lular, es va
realitzar una transformacié transitoria en fulles de N. benthamiana mitjangant
agroinfiltracié amb A. tumefaciens EHA105, portador de les construccions d’interes:
AtCuAOI1-TAP, AtCuAO2-TAP i1 AtCuAO3-TAP, per I’estudi funcional de les
corresponent CuAOs; o ADCI1-, ADC2-, AtCuAO1-YFP, AtCuAO2-YFP i YFP-
AtCuAQO3, per la localitzaci6 subcel-lular de les corresponents proteines. Per aixo, una
colonia de I’Agrobacterium transformat es va inocular en 5 ml de medi YEB, amb els
corresponents antibiotics, i es va incubar o/n a 28°C en agitacio (200 rpm). Després, un
inocul de 100 pl del cultiu anterior es va diluir en 20 ml del mateix medi i es va incubar
en les mateixes condicions. El cultiu bacteria obtingut es va centrifugar a 8000 rpm
durant 20 minuts a T* ambient, es va descartar el sobrenedant i es va resuspendre el
pellet amb tampd d’agroinfiltracié (10 mM MES pH 5.7, ajustat amb KOH 1 mM,
MgCl, 10 mM 1 Acetosiringona 200 M) fins a obtenir una DOg de 0.5. Paral-lelament
es va realitzar el mateix procés per un cultiu d’Agrobacterium transformat amb un
plasmidi portador d’un gen que codifica per la proteina inhibidora del silenciament HC-
Pro (Goytia i col., 2006). Els cultius bacterians resuspesos en tampd d’agroinfiltracio es
van deixar 3-5 hores a T® ambient 1, passat aquet temps, es va fer una mescla 1:1
d’Agrobacterium transformat amb la construccié d’interés i Agrobacterium portador de
HC-Pro, amb la que es va infiltrar el revers de fulles joves de N. benthamiana de 2-4
setmanes d’edat mitjangant una xeringa d’1 ml sense agulla. Les plantes es van deixar al
hivernacle 1, 4 dies després, es va procedir a prendre mostra de les zones agroinfiltrades
per purificar les proteines recombinants de fusié (apartat 3.9.2) o per als estudis de
localitzacié de les proteines (apartat 3.9.5). En el primer cas les mostres es van congelar

en nitrogen liquid, es van polvoritzar, i es van guardar a -80°C fins a el moment del seu
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us; mentre que les mostres per localitzacio es van analitzar immediatament una vegada

recol-lectades, tal com es descriu en I’apartat 3.9.5.

3.9.2 Purificaci6 de les proteines recombinants AtCuAO1l, AtCuAQO2 i
AtCuAO3 fusionades a TAP.

Per a I’extraccié de proteines i posterior purificacio es van utilitzar les mostres de
N.benthamiana recollides com s’indica en el apartat anterior, 1 es va procedir tal com
descriuen Rubio 1 col. (2005) amb algunes modificacions. El material polvoritzat amb
nitrogen liquid es va homogeneitzar amb un volum igual de tampo6 d’extraccid que
contenia: Tris-HC1 100 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, 10% glicerol, 0.1% Trité X-100,
PMSF 1mM 1 Ix cocktail complert d’inhibidor de proteases (Sigma, Estats Units). Els
homogeneitzats es varen filtrar a través de quatre capes d’una membrana de nylon i es
varen centrifugar a 14000 g durant 10 min a 4°C. La concentracié de proteines del
sobrenedant es va determinar mitjancant un assaig Bradford (Bio-Rad, Estats Units).
Per purificar les proteines d’interés fusionades al TAP, I’extracte total de proteines es va
incubar amb una resina “IgG Sepharose 6 Fast Flow beads” (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia) durant 2 h a 4°C amb un moviment rotatori suau. Després de
centrifugar a 150 g durant 3 min a 4°C, es va recuperar la resina, en la que havien
quedat retingudes les proteines de fusio mitjangant la regié d’uni6 a immunoglobulina
de la proteina A de Staphylococcus aureus (2xIgG-BD) inclosa en el TAP, i es va rentar
tres vegades amb 10 ml de tamp6 de rentat (tampd d’extraccié més NaCl 350 mM). Per
eluir les proteines d’interes, es va incubar la resina amb 12 ul (50 units) de 3C protease
(Precision protease; Amersham Biosciences), dissolta en 5 ml de tamp¢ de rentat, a 4°C
amb una rotacio suau durant tota la nit. El sobrenedant, recuperat després de centrifugar
a 150 g durant 3 min a 4°C, es va guardar, i es va fer un segon rentat de la resina en les
mateixes condicions. Es van combinar els dos sobrenedants obtinguts i es van
concentrar amb I’ajuda de tubs “Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter” (Millipore
Corporation, Estats Units). Aquests sobrenadants, contenien les proteines AtCuAO
fusionades a un fag de 6xHIS 1 9xMYC, ja que les regions 2xIgG-BD 1 3C del TAP
s’eliminen durant el procés de purificacid (Figura M.5). Les proteines de fusid
purificades es van analitzar per western blot amb anticosos anti-myc (veure apartat

3.9.3).
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Primer pas
Incubaciéo amb resina

1sG - . Resina IgG
Fraccio © i
recollida descartada
°
Extracte ° d Flux a
@ traves de
Complex unit aTAP .;@O la resina
_ . 1eG
Segon pas )
Escissio amb
proteasa 3C
Resina
IgG recuperada

Eluat de la
resina IgG

CuAOs-MY C9-His6

purificades

Figura M.5. Representacié esquematica de la purificacié de les proteines fusionades a TAP.
Primer pas: incubacié de ’extracte proteic amb la resina IgG. Segon pas: escissié de les proteines

unides a TAP amb la proteasa 3C i posterior elucid.

3.9.3 Analisi immunologic de les proteines

Els extractes de proteines totals i els purificats per cromatografia d’afinitat,
obtinguts com es descriu en el apartat anterior, es van fraccionar per electroforesi en
gels d’acrilamida en presencia de dodecil sulfat sodic (SDS-PAGE). Es van utilitzar
concentracions d’acrilamida (Bio-Rad) del 8% en el gel separador 1 del 4% al gel
concentrador. La composicié d’aquests gels va ser la segiient:

Gel separador: 5 ml Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 8 ml Acrilamida 30% Bio-Rad, 0,2 ml
SDS 10%, 6,8 ml aigua mQ, 13,3 ul TEMED, 100 pl APS (persulfat d’amoni) 10%.

Gel concentrador: 1,26 ml Tris-HC1 0,5 M pH 6,8; 660 ul Acrilamida 30% Bio-
Rad, 50 ul SDS 10%, 3 ml aigua mQ, 5 ul TEMED, 25 ul APS 10%.
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L’electroforesi es va desenvolupar en una cubeta vertical Mini-Protean® (Bio-
Rad) a 100 V, en presencia d’un tampd que contenia Tris 25mM, glicina 190 mM, SDS
1% (p/v), pH 8,3.

Una vegada finalitzada ’electroforesi, les proteines es van transferir del gel a una
membrana de nitrocel-lulosa (Amersham Biosciences) utilitzant una cubeta Mini trans-
blot (Bio-Rad). El gel i la membrana es van equilibrar durant 30 min en tamp6 de
transferéncia (Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (v/v), pH 8,3) per
eliminar els components que poguessin interferir en la transferéncia, que es va fer a 4°C
omalS5V.

Un cop feta la transfereéncia, es va bloquejar la membrana de nitrocel-lulosa amb
una soluci6é de TBS, que contenia 0,5 % Tween i 5% de llet desnatada en pols (solucid
de bloqueig), durant una hora a T* ambient. A continuacid es va incubar la membrana,
durant tota una nit a 4°C, amb una dilucié 1:5000 de I’anticos primari Anti-Myc
(GenScript) en la solucié bloqueig. Es va rentar la membrana 3 vegades, durant 5 min,
amb tampo TBS-tween (0,5% Tween en TBS 1X), i es va incubar amb |’anticos
secundari (anticos contra anticos de conill), diluit 1:5000 amb la solucidé de bloqueig,
durant 1h. Passat aquest temps, es va rentar la membrana 4 vegades, durant 5 min, amb
5 ml de la solucid6 TBS-tween, i es va deixar la membrana en aquesta solucio fins al
moment del revelat.

Per al revelat de la membrana, es va eliminar I’excés de TBS posant-la en contacte
per la part posterior amb paper de filtre durant un segon. Tot seguit, es va mullar la
membrana amb 2 ml de la soluci6 ECL, preparada al moment barrejant: Pre-ECL A
(luminol 2,5 mM, acid p-cumaric 396 nM 1 Tris-HCI 100 mM pHS.5) i Pre-ECL B
(H,0, 5,6 mM 1 Tris-HCI 100 mM pHBS.5, a 4°C). Es va col-locar dins d’una bossa de
plastic 1 es va visualitzar la quimioluminescéncia amb 1’aparell “LAS-3000 luminescent
image analyser” (Fujifilm, Tokio, Japd) a diferents temps (normalment entre pocs
segons 1 30 min). Cal considerar que el substrat quimioluminescent de la peroxidasa,

present en la solucid de deteccid, té una estabilitat al voltant d’una hora.

3.9.4 Activitat enzimatica de les proteines purificades

L’activitat coure aminooxidasa de les proteines de fusidé recombinants (AtCuAO1-

MYC9-His6, AtCuAO2-MYC9-His6, AtCuAO3-MYC9-His6) es va determinar
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mesurant la formacié de H,O, per fluorescéncia, fent servir el kit per a la deteccié de
peroxid d’hidrogen “Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit”
(Invitrogen Life Technologies). Per aixo, les proteines de fusié purificades (1 pg), o el
mateix volum de tamp6 d’elucié com a control, es varen incubar amb el substrat (10
mM de Put, Spd o Spm), reactiu Amplex Red 50 uM, i 0,1 U ml" de peroxidasa de
rave picant, en un tampo Tris—HCI 100 mM (pH 8.0), a 37°C durant 1 h. La
fluorescencia relativa es va mesurar a 540 nm d’excitacié 1 590 nm d’emissid6 amb un
fluorimetre “‘SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader” (Molecular Devices,),
fent servir plaques de color negre de 96 pous (Costar, Corning Incorporated, Estats
Units). La correccid, per tal d’eliminar la fluorescéncia de fons, es va fer restant els
valors del medi de reaccid sense el substrat. Per comprovar que 1’enzim era una coure-
aminooxidasa, es va determinar 1’activitat enzimatica en presencia d’aminoguanidina
(AG) 5 mM, un inhibidor competitiu irreversible de les amino oxidases, o de 8-
hydroxyquinolina (8 HQL) 30 puM, un agent quelant de coure. Per aixo, es varen
realitzar pretractaments amb els inhibidors, durant 5 min a 30°C, abans d’afegir els
substrats 1 determinar [’activitat tal com s’ha descrit anteriorment. Els valors es

presenten com a fluoresceéncia relativa.

3.9.5 Localitzacio de proteines

Quatre dies després de 1’agroinfiltracio es va comprovar I’éxit de 1’expressio de les
proteines de fusié a marcadors fluorescents analitzant la fluorescéncia de les fulles amb
la Lupa LEICA MS FLIII, a una longitud d’ona d’excitacio de entre 460-495 nm, i
visualitzant amb un filtre que permetia el pas de llum a partir de 510 nm.

Tots els experiments de localitzacio es varen realitzar amb un microscopi confocal
Olympus FV1000 (Olympus, Jap6) amb un objectiu d’immersio en aigua de 63x. Totes
les imatges es varen prendre d’una sola seccid Optica, 1 es varen analitzar 1 sobreposar
amb els respectius controls de localitzacid utilitzant el programa “FV1000 Viewer
Ver.03.1” (Olympus).

Les fulles de tabac agroinfiltrades amb 1’ Agrobacterium que contenia la construccid
ADCI1-CFP es varen tenyir amb una solucié de DAPI (5 pg/ml), un colorant que permet
visualitzar els nuclis, abans d’observar-les sota el microscopi confocal a una longitud

d’ona d’excitacié de 405 nm 1 405 nm, i amb un filtre per a ’emissio de 461-511 nm i
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476-516 per a la CFP i el DAPI, respectivament. Les fulles de tabac agroinfiltrades amb
I’Agrobacterium que contenia la construcci6 ADC2-GFP es varen observar directament
sota el microscopi confocal a una longitud d’ona d’excitacié de 488 nm i amb un filtre
per a I’emissié de 500-575 nm per a la GFP, i de 620-680 nm per a la clorofil-la, que es
va utilitzar com a marcador de cloroplasts.

Agrobacterium que contenien la construccid AtCuAOI1-YFP es varen agroinfiltrar
juntament amb Agrobacterium que contenien la construccidé SPG-DsRed (SPG es una
proteina de secrecid). Aquestes fulles es van observar amb una longitud d’ona de 515
nm per a la YFP 1 de 559 nm per a la DsRed, 1 un filtre per a ’emissié de 527-543 nm
perala YFP ide 581-681 nm per a la DsRed.

Els Agrobacterium que contenien les construccions AtCuAO2-YFP 1 YFP-
AtCuAO3 es varen agroinfiltrar cadascun, juntament amb Agrobacterium que contenien
la construccié CFP-SKL (un marcador de localitzacid a peroxisomes). Aquestes fulles
es van observar amb una longitud d’ona de 515 nm per a la YFP i de 405 nm per a la
CFP, i un filtre per a I’emissio de 527-627 nm per a la YFP i de 476-516 nm per a la
CFP.
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4 Resultats

4.1 Estudi de la possible funcio protectora de la Put en resposta al estrés per fred

En treballs previs s’havia vist que els mutants d’insercio de T-DNA per als gens
ADCI 1 ADC2 d’Arabidopsis (adcl i adc2), que presentaven nivells de Put reduits en
comparacio a les plantes de tipus silvestre, eren més sensibles a fred que aquestes
(Cuevas 1 col., 2008), el que va portar a pensar que la Put podria tenir una funcié
protectora en ’estreés per fred. Una bona estratégia per a comprovar aquesta hipotesi
seria estudiar la tolerancia a fred de plantes que acumulessin Put. Per aix0, en aquest
treball es van fer servir plantes sobreexpressores d’4DC2 caracteritzades previament
(Alcézar i col., 2005) i plantes portadores del gen ADCI que han estat caracteritzades en
aquest treball.

4.1.1 Caracteritzacio de linies transgéniques 35S5::ADC1

En treballs previs realitzats al nostre grup de recerca, per transformacié amb A.
tumefaciens, s’havien obtingut plantes transgéniques d’A. thaliana portadores del gen
homoleg ADCI, sota el control del promotor constitutiu CaMV35S. En el moment
d’iniciar aquest treball, disposavem de 11 linies transgéniques (generacid F2).
Mitjangant autopol-linitzacid i estudis de segregacid en un medi amb kanamicina, com
a antibiotic de seleccid, es va determinar que 4 d’aquestes linies transgéniques tenien
una unica insercié de T-DNA (16, 17, 19, I11), ja que varen resultar tenir una segregacio
3:1, resistents:sensibles a kanamicina. Per cada una d’aquestes linies es van seleccionar
plantes homozigotes. Per aix0, es van fer germinar 12 individus de cada linia
transgeénica (F2) en un medi amb kanamicina i es van seleccionar els que presentaven
un percentatge de germinacié del 100% en aquest medi.

En aquestes linies, es van determinar, mitjangant RT-PCR quantitativa, els nivells
d’expressid del gen ADCI relatius a la expressid d’actina 2, que es va utilitzar com a
control intern (Figura R.1). Les 4 linies homozigotes (16.6, 17.8, 19.4, 111.10) van
resultar tenir uns nivells d’expressi6 d’ADCI superiors als de les plantes de tipus
silvestres. Tal com es veu en la Figura R.1, la linia 19.4 era la que tenia uns majors
nivells de transcrit, essent aquests 10 vegades superiors als del control (WT). En les

linies 111.10 1 7.8, aquests nivells van ser, 6 1 7 vegades, respectivament, més alts que
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en les plantes de tipus silvestres, mentre que en la linia 16.6 el nivell d’expressio

d’ADCI només va augmentar 1,7 vegades en relacio al control.
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Figura R.1. Nivells d’expressié6 d’ADCI en les les plantes transgéniques 355::4DCI. Els nivells
de transcrits es van determinar per RT-PCR quantitativa amb primers especifics per ADCI i es van

relativitzar als de ’actina 2 en cada cas.

En les 4 linies homozigotes sobreexpresores d’4ADC! es van quantificar els nivells
de PAs. Com es pot observar a la Figura R.2, en les linies 17.8, 19.4 1 [11.10, els nivells
de Put van ser significativament superiors que en les plantes control no transformades
(WT). Els nivells més alts de Put es van detectar en la linia 19.4, que era la que
presentava els nivells mes alts de transcrit ADC1. En aquesta linia el contingut de Put va
ser 6 vegades superior al control, mentre que en les linies [11.10 1 I7.8 I'increment va ser
de 4 1 3 vegades, respectivament, en relacio a les plantes de tipus silvestre. L’augment
de Put no es va traduir en increment de Spd ni Spm en ninguna de les 3 linies
transgeniques,, ja que, com s’observa a la Figura R.2, els nivells de Spd en aquestes
linies van ser similars als de les plantes control, i els nivells de Spm lleugerament
menors. Resultats similars s’havien observat en les plantes sobreexpressores d’ADC2
(Alcazar i col., 2005) i en cultius cel-lulars de pollancre transformats amb ODC de ratoli
(Bhatnagar 1 col., 2002), el que indicaria que els nivells cel-lulars de Spd i Spm estan
regulats de manera més estricta que els de Put. La linia transgénica 16.6 presentava una
patré de PAs diferent a les altres 3. Com es pot observar en la Figura R.2, els nivells de

Put i Spd en aquesta linia van ser lleugerament inferiors que en les plantes de tipus
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silvestre, mentre que els nivells de Spm eren 2 vegades superiors, per el que aquesta

linia es va descartar per posteriors analisis.
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Figura R.2. Nivells de poliamines de les plantes sobrexpresores d’ADCI (16.6, 17.12, 19.4,
111.10) i de plantes control no transformades (WT).

4.1.2 Tolerancia a congelacio de les plantes transgeéniques 35S5::ADC1

Com s'ha indicat en ’apartat 3.2.2.2 de Materials 1 M¢todes, 1'experiment es va dur
a terme utilitzant plantes de 3 setmanes d'edat crescudes en terra, sense i amb
aclimatacié previa (7 dies a 4°C). Les plantes es van exposar durant 6 hores a
temperatures de congelacié de -12°C o -5°C, segons haguessin estat o no aclimatades, i
després de 2 setmanes de recuperacid en condicions control es va determinar el
percentatge de supervivencia.

Com es pot veure, en la Figura R.3.A, les linies transgéniques sobreexpressores
d’ADCI (17.8,19.4 1 111.10) van mostrar un major percentatge de superviveéncia que les
plantes control de tipus silvestre (WT), tan si es tractava de plantes préviament
aclimatades com no. En abséncia d’aclimatacio, les linies transgéniques
sobreexpressores d’ADC! van sobreviure aproximadament un 30% més que les control,
mentre que quan es donava un procés previ d’aclimatacid, aquesta diferencia arribava al
50%. Les diferencies entre les tres linies van ser petites, essent la linia 17.12, que era la
que acumulava menys Put, la que va presentar un menor percentatge de superviveéncia,
tot 1 ser aquest clarament superior al de les plantes control.

Aquests resultats estan d'acord amb els obtinguts préviament amb mutants

d'inserci6 de T-DNA per al gen ADCI, els quals eren més sensibles a congelacié que les
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plantes control, tan si havien estat préviament aclimatats con si no (Cuevas i col., 2008),
1 posen de manifest que la Put t€ un paper protector en la resposta de les plantes a fred,

essent aquest paper més important en els casos en que aquestes han estat aclimatades.

A
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Figura R.3. Resposta a congelacié de les plantes transgénique sobreexpresores d’ADCI.
A. Percentatge de supervivéncia de les plantes control (WT) i sobreexpresores d’ADCI (19.4,
111.10i I7.12), exposades a temperatures de -5 °C (no aclimatades) i -12 °C (aclimatades).
B. Aspecte de les plantes sobreexpresores d’ADCI (19.4, 111.10 i 17.12) i control (WT) després

d’estar sotmeses al procés d’aclimatacié i posterior congelacié a -12 C°.

4.1.3 Tolerancia a congelacio6 de les plantes transgeniques 35S8::ADC2

En treballs anteriors es van caracteritzar, molecular i bioquimicament, quatre linies
transgeniques d'Arabidopsis (2.1, 3.6, 9.12, 7.2) que presentaven diferents graus
d'expressio del gen homoleg ADC?2. En aquestes linies transgéniques es va observar una
correlacid lineal entre 1'expressio del gen, I'activitat ADC i el contingut de Put (Alcézar i

col., 2005). El contingut total de Put a les linies 2.1 1 3.6 va ser 64 1 37 vegades més
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gran que a les plantes de tipus silvestre, mentre que les linies 9.12 1 7.2 van mostrar un
menor augment, prop de 5 1 2 vegades, respectivament (Figura R.4). Igual que en el cas
de les plantes sobreexpressores d’ADC1, aquesta acumulacié de Put no es va traduir en
un increment de Spd o Spm, de manera que aquestes plantes transgeniques
constitueixen un material apropiat per estudiar el paper de la Put en la resposta de les

plantes a estres.
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Figura R.4. Nivells de poliamines de les linies 35S5::4DC2 i de les plantes de tipus silvestre.

Les plantes transgeniques 35S5::ADC2 presentaven diverses alteracions en el
desenvolupament (Alcazar i col., 2005), tals com una roseta basal més petita, nanisme i
retras en la floracid, que eren més marcades amb les linies que acumulaven majors
nivells de Put (linies 2.1 i 3.6), mentre que en les linies 9.12 1 7.2 les alteracions
fenotipiques, en condicions normals de creixement, eren menys pronunciades. Per
aquest motiu es van seleccionar aquestes dues linies per avaluar els efectes de la Put en
la tolerancia de les plantes a congelacid, tal com s’ha indicat en 1’apartat anterior.

Com es pot observar a la Figura R.5, el percentatge de supervivencia de les 2 linies
transgeniques sobreexpressores d’ADC2 va ser major que el de les plantes control de
tipus silvestre (WT) quan les plantes havien estat préviament aclimatades, 1 aquesta
diferéncia va ser molt més marcada en les plantes de la linia 9.12 que en les de la linia
7.2. Com es mostra a la Figura R.4, el contingut de Put a les plantes de la linia 9.12 era
5 vegades superior al de les plantes control, mentre que en les plantes de la linia 7.2,
només era 2 vegades més alt que en el control. En el cas de les plantes no aclimatades,
només s’observa un lleuger increment d’un 10% de supervivéncia en la linia 9.12,
mentre que els valors de la linia 7.2 son molt similars als de les plantes de tipus

silvestre.
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Aquests resultats indiquen que l'acumulacié de Put, com a conseqiiencia de la
sobreexpressio d’ADC2, incrementa la tolerancia a congelacié de plantes d'Arabidopsis
exposades préviament a un periode d'aclimatacio, i
estan d'acord amb els obtinguts préviament amb mutants d'insercié de T-DNA per al
gen ADC2, els quals eren més sensibles a congelacio que les plantes de tipus silvestre si

havien estat préviament aclimatats (Cuevas 1 col., 2008).
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Figura R.S. Percentatge de supervivéncia de les plantes control (WT) i sobreexpresores d’ADC2

(linies 7.2 i 9.12), exposades a temperatures de -5 °C (no aclimatades) i -12 °C (aclimatades).

4.2 Analisis de la tolerancia a deshidratacio

Com s’ha dit en [D’apartat 4.1, les plantes transgéniques d’Arabidopsis
sobreexpressores d’ADCI 1 ADC2 presentaven nivells elevats de Put en comparacio a
les plantes de tipus silvestre, perd mantenien uns nivells de Spd 1 Spm semblants al
control (WT), 1 per tan eren un material adequat per a 1’estudi de la funci6 de la Put en

la resposta de les plantes a deshidratacio.

4.2.1 Tolerancia a deshidratacio de les plantes sobreexpresores d’ADCI i

ADC2.

Es va analitzar la tolerancia a estres per deshidratacid de les plantes 35S::ADC?2
(2.1,3.6,9.12,7.2) 1 358::ADC1I (17.12,19.4 1 I11.10) comparada amb la de les plantes
de tipus silvestre. Els experiments, tal com s'indica en l'apartat 3.2.2.1 de Materials i
Meétodes, es van realitzar amb plantes crescudes en terra sota condicions ambientals
controlades. Es van utilitzar plantes de 4 setmanes d'edat crescudes en condicions de dia

curt, que es van deixar de regar durant 14 dies. Transcorregut aquest temps, les plantes
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de tipus silvestre, totes les linies 355::ADCI 1 la linia 35S::ADC2 7.2, van mostrar greus

simptomes de deshidratacid i pérdua de turgencia (Figura R.6).

35S8::ADC1 35S8::ADC2

17.8 19.4 111.10 wt 2.1 3.6 9.12 7.2

Figura R.6. Aspecte de les linies transgéniques 35S::ADCI1, 358::ADC2 i plantes de tipus

silvestre (WT) després de 14 dies sense regar seguits d’una semana de reg.

Aquests simptomes van ser lleugerament menors en la linia 9.12 sobreexpresora
d’ADC2, i practicament inapreciables en les linies 355::4DC2 3.6 i 2.1, que eren les
que presentaven els nivells de Put més elevats de totes les linies transgeéniques
analitzades (Figura R.2 1 Figura R.4). Per quantificar aquesta tolerancia es va determinar
el nombre de plantes que van seguir creixent després de tornar-les a regar durant els 7
dies segiients a la deshidratacio, i els valors es van expressar en forma de percentatge de
supervivencia (Figura R.7). Les dades obtingudes en tres experiments independents,
amb un minim de cinquanta plantes per linia, ens indiquen que les linies transgéniques
358::ADC2 2.1 1 3.6 van ser significativament més tolerants a la deshidratacié que les
plantes de tipus silvestre. Els percentatges de supervivéncia sota les condicions
indicades van ser del 80% en la linia transgenica 2.1, 55% en la linia 3.6, 21% en la
linia 9.12 1 16% en la linia 7.2, mentre que només va sobreviure un 12% de les plantes
de tipus silvestre. En les plantes 35S5::4DCI el percentatge de superviveéncia va ser

similar al de les plantes de tipus silvestre (Figura R.7).
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Figura R.7. Percentatge de supervivéncia de les linies transgéniques 35S5::ADCI, 358::ADC2 i

de les plantes de tipus silvestre després de 14 dies sense regar seguits d’una semana de reg.

Per assegurar que totes les plantes havien estat exposades al mateix grau de deficit
hidric, es va determinar el contingut gravimétric d'aigua al sol (SGWC), un parametre
que serveix per congixer l'estat hidric del sol. Com és logic, 1 tal com es mostra en la
Figura R.8, els valors d'aquest parametre van disminuir al llarg del periode de
deshidratacid, sense que s'observessin diferéncies significatives entre les diferents linies
transgeniques 1 les plantes de tipus silvestre, de manera que al final de 1'experiment els
valors d'aquest parametre eren similars en totes les plantes analitzades, i molt propers a
0. Aix0 indicaria que el contingut d'aigua del substrat es semblant, per el que podem
concloure que l'estrés hidric a qué van ser sotmeses els diferents tipus de plantes és

totalment comparable.
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Figura R.8. Contingut gravimetric d’aigua en el sol (SGWC) dels testos de les linies
trangeniques 355::4ADC1 i 355::ADC2 comparat amb el de les plantes de tipus silvestre (wt).
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4.2.2 Efecte de I’aplicacio de gibberel-lines en la tolerancia a deshidratacio de

les plantes sobreexpressores d’ADC2.

Existeixen diverses publicacions en les que es descriu un increment de la tolerancia
a diferents tipus de estrés abiotic en plantes deficients en gibberel-lines (Achard i col.,
2008; Achard i col., 2006). D’altra banda, en treballs previs s’havia observat que les
plantes transgéniques 355::4ADC2 presentaven uns nivells de gibberel-lines bioactives
(GA; 1 GA4) menors que les plantes de tipus silvestre (Alcazar 1 col., 2005). Per tal de
comprovar si la resistencia a deshidratacié observada en les linies transgeniques
sobreexpressores d’ADC?2 venia donada pels baixos nivells de gibberel-lines detectats
en les mateixes, es va estudiar la tolerancia a deshidratacié de plantes 35S::4ADC?2 i tipus
silvestre, a les que préviament se’ls havia aplicat, o no, acid gibberel-lelic (GA3) (veure
Materials 1 Métodes 3.2.2.1). Com es pot veure a la Figura R.9, la supervivéncia de les
plantes control exposades a deshidratacié va ser de un 2,5% en les plantes no tractades
amb GAj, mentre que de les plantes tractades amb GAj3 no en va sobreviure cap. En les
linies 35S5::4ADC2, la supervivéncia també es va veure fortament disminuida per el
tractament amb GAj, passant, en la linia 3.5, d’un 80%, en les plantes no tractades, a un
30% en les plantes tractades. En el cas de la linia 2.1, la supervivencia va ser d’un 90% i
un 50%, respectivament, en les plantes no tractades o tractades amb GAj. Tot 1 que la
supervivencia de les plantes transgeniques 355::ADC2 es va veure reduida pel
tractament amb GAj, aquestes plantes seguien essent més resistents a deshidratacid en
comparacio a les plantes de tipus silvestre (Figura R.9). Aquests resultats indiquen que
els baixos nivells de gibberel-lines presents en les linies transgeniques sobreexpressores
d’ADC?2 podrien explicar només en part I’elevada tolerancia a deshidratacié d’aquestes
plantes en relacid a les de tipus silvestre, perd no pot ser la Unica causa, ja que
I’aplicacié exogena de ’hormona no aconsegueix revertir el fenotip de resisténcia als

nivell observats en les plantes de tipus silvestre.
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Figura R.9. Tolerancia a deshidrataci6 de les linies transgéniques 35S5::ADC2 tractades o no
amb gibberel-lines. Percentatge de supervivéncia de les linies transgéniques 358::ADC2 (3.6 i 2.1) i
de les plantes de tipus silvestre (WT) tractades (barres ratllades) o no (barres sense ratllar) amb

GA;, després de dos setmanes de deshidratacio i posterior de recuperacio.

4.2.3 Contingut d’aigua i potencial de soluts de les linies transgéniques

358::ADCI i 358::ADC2.

Per examinar quin altre mecanisme fisiologic podia estar implicat en la tolerancia a
deshidratacié observada en les linies transgeniques 35S::ADC2, es va determinar la
pérdua d'aigua durant I'estres per deshidratacid. Per aixo, es va calcular el contingut
relatiu d'aigua (RWC), un parametre que determina l'estat hidric de la planta. Quan
l'aigua absorbida per les arrels s'equilibra amb 1'aigua perduda per transpiracio en les
fulles, el RWC te un valor aproximat de 0.9. Després de 14 dies sense regar, el RWC a
les plantes de tipus silvestre va decréixer prop d'un 75%, fins a arribar a un valor absolut
de 0.2 al final de l'experiment. En totes les linies transgeéniques sobreexpressores

d’ADCI aquest descens va ser similar a ’observa’t en les plantes de tipus silvestre,
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arribant a valors absoluts de RWC al final del periode de deshidratacié de 1’ordre de 0.2.
En el cas de les plantes sobreexpresores d’ADC2, el descens del RWC en les linies 7.2 1
9.12 va ser lleugerament menor que en les plantes de tipus silvestre. Mentre que en les
linies 35S5::ADC2 2.1 i 3.6, que van mostrar els nivells més alts de superviveéncia
(Figura R.7), aquest descens va ser significativament menor: 36% en la linia 3.6 1 15%
en la linia 2.1, amb uns valors absoluts finals de RWC de 0,48 1 0,65 respectivament
(Figura R.10). Aquestes dades indiquen que en les linies 2.1 1 3.6 'elevada acumulacid

de Put per sobreexpresié d’4ADC2 redueix la perdua d'aigua en les plantes.
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Figura R.10. Contingut relatiu d'aigua (RWC) en les fulles de les linies transgéniques
358::ADCI i 358::ADC2, i en les plantes de tipus silvestre.

El potencial de soluts (ys) ens indica la concentracidé de particules osmoticament
actives dissoltes en l'aigua i, convencionalment, es defineix com pressié osmotica. Un
increment net en la concentracid de soluts en la cel-lula indueix un increment en la
presa d'aigua i permet mantenir la turgencia cel-lular. Per tant, la major retencio d'aigua
en les linies 355::ADC?2 2.1, 3.6 podria ser deguda a un major potencial de soluts. Les
poliamines han estat considerades per alguns autors com osmolits (Kaplan i col., 2004).
Ates els elevats nivells de Put detectats en les linies transgéniques 2.1 1 3.6, aixo podria
explicar la seva major tolerancia a deshidratacid. Per comprovar si aquest era el cas, es
va determinar el potencial de soluts de les fulles en les plantes transgeéniques i de tipus
silvestre. Com es pot observar a la Figura R.11 el potencial de soluts era similar en totes

les linies transgeéniques 35S::ADC2 analitzades, 1 no presentava diferéncies
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significatives amb el detectat en les plantes de tipus silvestre. En les linies transgéniques
358::ADCI el potencial de soluts era similar o menor que en les plantes de tipus
silvestre. Aquests resultats indiquen que ni les linies transgéniques sobreexpressores

d’ADCI ni d’ADC2 acumulen més soluts que les plantes de tipus silvestre.

35S:: ADC1 35S:: ADC2
-0.30 -0.30
-0.35 -0.35
-0.40 -0.40
P P
L 0457 L -0.457
-0.50- -0.50
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-0.60 . — T T 0.601— . . T T
wt 17.8 19.4 111.10 wt 2.1 36 912 7.2

Figura R.11. Potencial de soluts de les linies transgéniques 35S::ADCI i 3585::ADC2, i de les
plantes de tipus silvestre (WT).

4.2.4 Taxa de transpiracio i obertura estomatica en les linies transgéniques

358::ADC2

Ates que la menor peérdua d’aigua en les linies transgéniques sobreexpressores
d’ADC?2 no es va poder explicar en base a una major concentracié de soluts, es va
decidir estudiar si podia ser deguda a una reducci6 en la taxa de transpiracid. La
transpiracio €s el principal procés responsable de la pérdua d'aigua a les plantes, 1 taxes
molt elevades de transpiracidé poden amenacar la supervivéncia de la planta,
especialment en situacions d'estrés hidric. Gairebé tota l'aigua que es perd per
transpiracio ho fa pels estomes de les fulles i la tija, per tant una planta alhora d’obrir 1
tancar les estomes ha d'aconseguir un equilibri entre 1'absorcié de dioxid de carboni per
a la fotosintesi i la pérdua d’aigua per transpiracid. Per aquest motius, vam decidir
determinar la taxa de transpiracié amb un analitzador d'intercanvi de gasos LI-COR en
les diferents linies transgeniques 355::4DC2 1 en les plantes de tipus silvestre.

La taxa de transpiracié en les linies sobreexpressores 2.1 i 3.6, que eren les que
presentaven un RWC més alt, va resultar ser significativament menor que en les plantes
de tipus silvestre, un 24% 1 un 17%, respectivament (Figura R.12), mentre que en les
linies 9.12 1 7.2, la taxa de transpiracid va ser només lleugerament inferior o igual,

respectivament, que en les plantes de tipus silvestre (Figura R.12). Aquestes dades
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indiquen que la menor taxa de transpiracio en les linies transgeniques 35S::4DC2 que
acumulen alts nivells de Put podria ser la causa de la menor pérdua d'aigua observada en

les mateixes.

Taxa de transpiracio

4
-3 -
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= —
o I 1=
2 27 1
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0 . : ;
wt 2.1 3.6 7.2 9.12

Figura R.12. Taxa de transpiracié en les diferents linies transgéniques 355::4ADC2 i en les

plantes de tipus silvestre (wt).

Com ja s’ha dit abans, la transpiracio es dona principalment a través dels estomes, de
manera que un menor nombre d'estomes /0 una menor obertura dels mateixos, es
traduiria en una menor transpiracio i, conseqiientment, en una menor perdua d'aigua. Per
determinar si la menor taxa de transpiracid observada en les plantes transgéniques era
deguda a que presentaven un menor nombre d'estomes 1/0 una menor obertura d'aquests,
es van analitzar aquests parametres en les linies transgeniques 35S::ADC2 que
presentaven un major grau de tolerancia a deshidratacié (2.1 i 3.6) i es van comparar
amb les plantes de tipus silvestre. El nombre d'estomes es va determinar visualment en
I’epidermis del revers de les fulles amb un microscopi Nikon diaphot al qual se 1i va
acoblar una camera fotografica Canon EOS 450D . El nombre d'estomes de les linies
sobreexpressores 35S::ADC2 2.1 1 3.6 va resultar ser igual que el de les plantes de tipus

silvestre (Figura R.13.A).
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Figura R.13. A. Nombre d’estomes de les linies transgeniques 355::4DC2 2.1, 3.6 i de les plantes
de tipus silvestre (WT). B. Obertura estomatica determinada com la relacié ample/llarg del porus
estomatic. C. Tres fotografies representatives d’estomes dels diferents tipus de plantes analitzades,

tipus silvestre (Wt) i les trasngéniques 358::ADC2 2.1 3.5.

L'obertura estomatica es va mesurar quan les plantes es trobaven en la meitat del
cicle de llum, fent servir el mateix material que per a comptabilitzar el nombre
d’estomes 1 analitzant les fotos amb el programa “Image J 1.41”. Com es pot observar
en la Figura R.13.B, la obertura estomatica en les plantes de tipus silvestre va resultar
ser un 20% i un 15% superior a la de les linies 2.1 i 3.6, respectivament. La reduccio de
I'obertura estomatica en aquestes linies 35S5::4DC2 esta d'acord amb el major RWC
observat en les mateixes sota condicions d'estres hidric (Figura R.10), i amb la seva

major tolerancia a deshidratacié (Figura R.7).

4.2.5 Nivells de poliamines de les linies transgéniques 355::ADC2 en resposta a

deshidratacio.

Com s'ha indicat préviament, treballs anteriors realitzats al laboratori (Alcédzar i
col., 2005), i les dades obtingudes en aquest treball (Figura R.4), demostren que, en

condicions normals de creixement, les linies 355::4ADC2 tenen nivells de Put superiors a
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les plantes de tipus silvestre perd no presenten diferéncies en els nivells de Spd i1 Spm
(Figura R.4). En aquest treball s'han analitzat els nivells de PAs d'aquestes linies sota
condicions d'estrés hidric amb l'objectiu de comprovar si la resposta a aquest estres
modificava el perfil de PAs. Per aix0 es van seleccionar les dues linies transgeniques
358::ADC2 amb uns nivells de PAs més contrastats i una resposta diferent a
deshidratacid (linies 2.1 1 7.2).

Com s'havia observat en experiments anteriors (Alcazar i col., 2006b), els nivells de
Put a les plantes de tipus silvestre i a la linia 7.2 van augmentar durant el periode de
deshidratacié (Figura R.14). No obstant aix0, aquest augment no va ser suficient per
conferir tolerancia a deshidrataci6 (Figura R.7). En la linia 2.1, amb uns nivells inicials
(abans de l'estres per deshidratacio) de Put 70 vegades superiors que els de les plantes
de tipus silvestre, els nivells de la diamina van disminuir durant el periode de
deshidratacid, encara que es van mantenir molt superiors als de les plantes de tipus
silvestre i la linia 7.2, entre 16 i 12 vegades, respectivament (Figura R.14). Aquesta
disminucié de Put observada en la linia transgenica 2.1 no es relaciona amb un augment
dels nivells de Spd i/o Spm. Com es pot observar a la Figura R.14, els nivells de Spd i
Spm en les plantes de tipus silvestre i les linies transgeniques 7.2 i 2.1 van ser similars
al llarg de tot l'experiment, i van decréixer prop de 2.5 i 1.5 vegades, respectivament,
durant el periode de deshidrataci6. Aquests resultats indiquen que la tolerancia a
deshidratacié observada en les linies 35S::4DC2 2.1 1 3.6 és deguda als elevats nivells

de Put que acumulen aquestes linies transgeniques.
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Figura R.14. Nivells de PAs de les lineas 355::ADC2 2.1 i 7.2 en comparacié amb les plantes de

tipus silvestre al llarg del periode de deshidrata

cio.
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4.2.6 Nivells d’ABA en les linies transgéniques 35S8::ADC2

L'ABA ¢és una fitohormona que esta directament implicada en la regulacié de
l'obertura estomatica 1, en treballs previs realitzats al laboratori, s'havia vist una possible
interrelaci6 ABA-poliamines (Cuevas i col., 2008; Alcazar i col., 2006a). Per tant, es va
pensar que les plantes transgéniques 355::ADC2 podien presentar un nivells dABA més
elevats que les plantes de tipus silvestre, fet que podria explicar la seva menor obertura
estomatica (Figura R.13) 1 taxa de transpiracié (Figura R.12). Per comprovar aquesta
hipotesi es van determinar els nivells d'ABA en les plantes transgeniques 1 les plantes de
tipus silvestre en condicions normals de creixement. Com es pot observar a la Figura
R.15, en plantes crescudes en condicions control, és a dir no sotmeses a estres hidric, no
hi ha diferéncies significatives en els nivells d'ABA entre les linies transgeniques
358::ADC2 2.1 1 3.6, que presentaven menor obertura estomatica i taxa de transpiracio,

1 les plantes de tipus silvestre o la linia 7.2 .
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Figura R.15. Nivells d'ABA en plantes de tipus silvestre (WT) i linies transgéniques 358::4ADC2

de quatre setmanes crescudes en condicions de dia curt.

En no observar diferencies significatives en els nivells d'ABA entre les plantes de
tipus silvestre 1 les linies transgéniques 35S::4DC2 en condicions normals de
creixement, es va pensar que l'increment d'ABA, caracteristic d'un procés de
deshidratacid, podia ser major i/0 produir-se mes d'hora durant el procés de
deshidratacid en les linies transgeniques tolerants a deshidratacio (2.1 i 3.6) que en les
no tolerants (7.2 1 WT). Per aix0 es va decidir analitzar els nivells de I'hormona en
plantes de tipus silvestre i en les linies transgéniques 7.2 (no tolerant a deshidratacio) i

2.1 (clarament tolerant a deshidratacid) al llarg del periode de deshidratacio . Com es
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pot observar a la Figura R.16, durant els primers 7 dies de deshidratacido no es van
observar diferencies significatives en els nivells d'ABA entre els 3 tipus de plantes
analitzades. A partir d'aquest moment, els nivells d'/ABA en les plantes no tolerants a
deshidratacié (tipus silvestre i linia 7.2) incrementen de forma molt marcada,
aconseguint valors 10 vegades superiors als detectats en condicions normals de
creixement (punt 0) després de 12 dies de deshidratacio. En la linia 2.1, clarament
tolerant a deshidratacio, el perfil de la corba d'acumulaci6 d'ABA durant el periode
d'estrés €s similar al observat en les plantes no tolerants, pero l'increment d'ABA esta
endarrerit 1 només s'observa entre els dies 12 1 15 (Figura R.16). Aixi doncs, 1'increment
d'ABA en els diferents tipus de plantes es produeix en el moment en que es manifesta la
deshidratacié per una disminucié del RWC (Figura R.10), el que succeeix més tard en la
linia tolerant (2.1) que en les no tolerants (7.2 1 WT). Aquests resultats indiquen que la
sobreacumulacid de Put a les linies transgeniques 35S::ADC2 tolerants a deshidratacid
no indueix un increment en els nivells d'ABA (Figura R.16) que permeti explicar

l'efecte observat en la transpiracid i obertura estomatica (Figura R.12 i Figura R.13).
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Figura R.16. Nivells d’ABA de les linies transgéniques 35S::ADC2 2.1, 7.2 i plantes de tipus

silvestre (WT) durant el procés de deshidratacio.
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4.2.7 Tancament estomatic de les plantes transgéniques 355::4DC2 en resposta

a ABA.

Ja que, com s’ha indicat en l'apartat anterior, no es varen observar diferéncies en els
nivells d'ABA entre les plantes transgeniques tolerants a deshidratacio i les plantes de
tipus silvestre, es va pensar que la diferent resposta a estrés podia ser deguda a una
major sensibilitat a I'normona de les linies tolerants (2.1 1 3.6). Aix0 implicaria que amb
la mateixa, o fins 1 tot una menor, concentracid d'ABA, aquestes plantes tindrien els
estomes més tancats, el que explicaria la seva menor transpiracid 1 major tolerancia a
deshidratacid. Per verificar aquesta hipotesi es va determinar 'obertura estomatica en
resposta a concentracions creixents d'’ABA exogen. Com era d'esperar, el grau
d'obertura estomatica, tant en les linies 35S::ADC2 com en la plantes de tipus silvestre,
va disminuir a mesura que s’incrementava la concentraci6 d'ABA (Figura R.17). No
obstant aixo, les corbes que relacionen l'obertura estomatica amb la concentracié de
I'hormona sén practicament paral-leles en els 3 tipus de plantes analitzades (Figura
R.17), encara que els valors son menors en les dos linies sobreexpressores d’ADC?2, el
que suggeriria que no hi ha diferéncies significatives en la resposta a I’ABA entre les
plantes de tipus silvestre i les linies transgeniques 35S5::ADC?2 tolerants a deshidratacio.
Tanmateix, aquests resultats no es poden considerar concloents, ja que el parametre que
s’avalua es troba constitutivament alterat (€s menor) en les linies transgéniques
analitzades, el que fa dificil veure disminucions marcades de I’obertura estomatica en

aquestes linies.

97



Resultats

Obertura estomatica

0.8+
- WT
- 2.1
0.6
o -+ 3.6
)
@ 0.4-
Q.
S
[}+]
0.2
0.0 L] L] T T T
0 0,1 1 10 100

ABA pM

Figura R.17. Obertura estomatica de les plantes transgéniques 35S5::ADC2 2.1 i 3.6, i de les

plantes de tipus silvestre (WT) en presencia de diferents concentracions d'ABA.

4.2.8 Obtencio de plantes hibrides aba2-3 x 355::ADC2 i estudi de la tolerancia

a deshidratacio

Els mutants de biosintesi d'ABA, entre els quals hi ha el mutant aba2-3, presenten
nivells molt baixos de 'hormona, i sén extremadament sensibles a deshidratacié degut a
que els seus estomes es tanquen molt poc a causa dels baixos nivells d' hormona. Per tal
de comprovar si les linies transgeéniques tolerants a deshidratacié (35S5::ADC2 2.1)
podien ser més sensibles a ABA, tal com s'especulava en 'apartat anterior, es va decidir
obtenir plantes que presentessin la mutacio aba 2-3 alhora que sobreexpressaven el gen
ADC?2. L'objectiu d'aquest experiment era intentar revertir, si més no parcialment, el
fenotip de sensibilitat a deshidratacié del mutant aba 2-3 mitjangant la sobreexpressio
d’ADC2. Un resultat positiu en aquest experiment, suggeriria una major sensibilitat a
ABA de les plantes 35S::4ADC2.

Les plantes hibrides (aba2-3 x ADC2 2.1) es van obtenir pol-linitzant plantes
homozigotes 355::ADC2 2.1 amb pol-len de les plantes mutants aba2-3 o viceversa
(Figura R.18.A). La preséncia de la mutacid aba2-3 en aquestes plantes es va
comprovar mitjangant selecciéo amb paclobutrazol, un inhibidor de la germinacid, al que
son resistents els mutants aba2-3 per la seva deficiencia en ABA. De la generacio F3, es

van seleccionar les linies que van presentar un 100% de germinacié en aquestes
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condicions, aixo indicava que eren homozigotes per la mutacio. D'aquestes linies es van
seleccionar aquelles que eren capaces de germinar en proporcid 3:1 en medi MS amb 50
mg/l de kanamicina, utilitzat com antibiotic de seleccio, el que indicava que eren
heterozigotes per ADC2, ja que no es van poder obtenir plantes homozigotes per els dos
caracters, probablement degut a que aquest genotip era letal. En treballs previs s'havia
observat que els individus heterozigots 355::ADC2 2.1 presentaven nivells elevats
d'expressié d'ADC?2 i un elevat contingut de Put (Alcazar i1 col., 2005), per tant les
plantes hibrides resultants haurien de presentar nivells molt baixos d'ABA 1 elevats de
Put. En aquestes plantes es va determinar la tolerancia a deshidratacio, tal com s'indica
en l'apartat 3.2.2.1 de Materials 1 M¢ctodes, 1 es va comparar amb la dels seus
progenitors: mutants aba2-3 i transgéniques 35S5::ADC2 2.1. Com es mostra a la Figura
R.18, el major percentatge de supervivéncia es va observar en les plantes transgéniques
sobreexpresores d’4ADC2 (100%), seguit de les hibrides aba2-3x35S5::ADC2 2.1 (40%)
i, finalment, les mutants aba2-3 (20% ). Aquests resultats, indiquen que la
sobreexpressio d’4ADC?2 reverteix parcialment la sensibilitat a deshidratacio del mutant
de biosintesi d'ABA, aba2-3, i suggereixen que les plantes que acumulen Put per
sobreexpressio d’ADC?2 podrien ser més sensibles a ABA. Una altra possibilitat, que no
es pot descartar, és que la Put actui per sota o independent de 'ABA en la ruta de
senyalitzaci6 a estrés hidric. Per tal d’elucidar si les plantes que sobreexpressen ADC2
eren hipersensibles a I’ABA es van avaluar altres parametres que s’utilitzen de forma
habitual per determinar la sensibilitat a ’hormona, com sén el creixement d’arrels, la

taxa de germinacid i ’expressio de gens de resposta a ABA.
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Figura R.18. Linies aba 2-3x355::ADC2 2.1. A. Esquema de I’obtencié de les linies aba 2-
3x35S::ADC?2 2.1. B. Percentatge de supervivéncia de las linies aba2-3, 355::ADC2 2.1 i aba2-3 x
358::ADC2 2.1 després de 14 dies sense regar.

4.2.9 Efecte de I’aplicacio exogena d’ABA en el creixement d’arrels.

Un dels efectes de ’ABA en el desenvolupament vegetal és la inhibicio del
creixement en longitud de les arrels, per tant la sensibilitat a aquesta hormona es pot
avaluar mesurant la longitud de 1’arrel en plantes crescudes en presencia d’una
concertacid coneguda d’ABA exogen, de manera que quan més sensible €s una planta a
I’hormona, menor sera el creixement de 1’arrel. El grau de sensibilitat de les linies
transgeniques 355::ADC2 a I’ABA, es va avaluar fent créixer aquestes linies i plantes
de tipus silvestre en plaques de Petri, en posicid vertical, que contenien medi MS
complementat amb 10 uM d’ABA (veure apartat 3.4.2). Per tal de comprovar que el
tractament es duia a terme de forma adequada es varen fer servir, com a controls, dos
tipus de plantes, caracteritzades préviament per altres grups, que tenien alterada la
sensibilitat a I’hormona (Saez 1 col.,, 2006): plantes transgeniques 35S::HABI,
insensible a ABA, i el doble mutant #abl-1 x abil-2, hipersensible a ABA.
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Figura R.19. Creixement de les arrels de diferents tipus de plantes en medi MS, en preséncia o
no d’ABA 10 uM. Wt: plantes de tipus silvestre; 2.1 i 3.6; linies transgéniques 35S::4ADC2;
358::HABI: plantes transgeniques que no responen a ABA (control negatiu); habl-I1xabil-2: doble
mutant hipersensible a ABA (control possitiu). A. Aspecte de les arrels dels diferents tipus de
plantes analitzades crescudes en preséncia d’ABA 10 pM. La linia negra mostra la longitud de les
arrels abans d’iniciar el tractament amb ABA, moment en que es va comencar a mesurar el
creixement. B. Longitud de les arrels (cm) de les diferents plantes analitzades, crescudes en

absencia (barres sense ratllar) o preséncia (barres ratllades) d’ABA 10 nM.

Després de 10 dies, les arrels de les plantes crescudes en presencia d’ABA van

presentar un creixement menor que les crescudes en abséncia de I’hormona, excepte les
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de la linia 35S::HABI, que, com era d’esperar, no va mostrar un disminucio en el
creixement, demostrant aixi que a part de ’ABA no hi havia altres factors que
afectessin al parametre determinat. La major inhibici6 del creixement de les arrels es va
detectar en el doble mutant habl-1 x abil-2. En aquest cas, les arrels van ser un 72%
més curtes en les plantes tractades amb ABA que en les no tractades (Figura R.19).
Com que aquesta era una linia hipersensible a ABA, aquest resultat demostrava que el
tractament s’havia realitzat correctament. Les arrels de les linies sobreexpresores
d’ADC2 2.1 1 3.6 crescudes en presencia d’ABA van ser, respectivament, un 66% 1 un
62% mes curtes que les crescudes en abséncia de I’hormona. Mentre que en les plantes
de tipus silvestre la longitud de les arrels tractades amb ABA va ser un 52% menor que
la de les no tractades (Figura R.19). Aquests resultats indiquen que les linies
transgeniques sobreexpresores d’ADC2 sén més sensibles a ABA que les plantes de

tipus silvestre pel que fa a la inhibici6 del creixement de les arrels.

4.2.10 Efecte de I’aplicacio exogena d’ABA en la germinacio de les llavors.

L’ABA té un paper fonamental en la dormici6 de les llavors, de manera que la seva
aplicacio exdgena retarda o inhibeix el procés de germinacio. Aixd permet avaluar la
sensibilitat a I’hormona mesurant la taxa de germinacio de les llavors en presencia de
d’ABA exogen.

El grau de sensibilitat a ABA de les linies transgéniques 35S::ADC2 es va avaluar
determinat la taxa de germinacid de les llavors d’aquestes linies i de plantes de tipus
silvestre en plaques que contenien medi MS complementat o no amb diferents
concentracions d’ABA (Figura R.20). En absencia d’ABA exogen, la germinaci6 de les
llavors procedents de les linies transgéniques 35S::ADC2 2.1 i 3.6 es va veure
lleugerament endarrerida en comparaci6 a les plantes de tipus silvestre, de manera que,
despres de 2 dies en el medi de cultiu havien germinant un 100% de les llavors de tipus
silvestre, perd només un 85% 1 un 82% de les linies 2.1 1 3.6, respectivament (Figura
R.20.A). Aquest endarreriment en la germinacio de les linies transgéniques es va veure
augmentat quan les llavors van germinar en un medi que contenia ABA 0,5 uM. En
aquestes condicions, després de 9 dies havien germinat el 83% de les llavors de les
plantes de tipus silvestre, perd nomes el 40% de la linia 2.1 i el 45%, de la linia 3.5

(Figura R.20.B). Resultats similars es van obtenir amb concentracions d'ABA més
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elevades (Figura R.20.C), fins a 3 uM. Amb aquesta concentracid de I’hormona les
diferencies de germinacio entre les linies transgéniques i les plantes de tipus silvestre es
van atenuar, i van ser nul-les amb una concentraci6 d’ABA 5 uM. Aquests resultats
suggereixen que la sobrexpressi6 d’ADC2 incrementa la sensibilitat a ABA en la

germinacio de les llavors.
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Figura R.20. Efectes de ’ABA en la germinacié de les llavors de les linies transgéniques
358::ADC2 2.1 i 3.6 i les plantes de tipus silvestre (wt). A. Germinacié de les diferents linies en
absencia d’ABA. B. Germinaci6 de les diferents linies en presencia d’ABA 0.5 pM. C. Germinacié

de les diferents linies en diferents concentracions d’ABA: 0, 0.5,1,2,3 i 5 pM.

4.2.11 Perfil transcripcional de gens de resposta a ABA.

Els resultats mostrats en els dos apartats anteriors suggereixen que les plantes
transgeniques 35S::ADC2 2.1 1 3.6 s6n més sensibles a ABA que les plantes de tipus
silvestre. Per tal de confirmar aquests resultats, es va analitzar l'efecte que produia la

sobreexpressio d’ADC?2 en l'expressié de diversos gens regulats per ABA. Per aixo, es
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va analitzar, mitjancant RT-PCR a temps real, I'expressié de 6 gens de resposta a ABA:
ABII, ABI2, HABI, RD29B, PP2CA i OSTI (Peters i col., 2010; Rodrigues i col., 2009),
en plantes sobreexpresores d’ADC2 1 plantes de tipus silvestres que havien estat
tractades o no, durant 3h, amb ABA 10uM, tal com es descriu en I’apartat 3.2.1.1 de
Materials 1 Métodes. En general, els gens marcadors de resposta a ABA, presenten una
expressio baixa en abseéncia de I'hormona, pero la seva expressio s'incrementa de forma
marcada en resposta a la mateixa (Saez i col., 2006). Aix0 es va observar clarament en
tots els gens analitzats (Figura R.21).

Com es pot observar a la Figura R.21, despres del tractament amb ABA, 1'expressio
dels gens avaluats va ser superior en les linies transgeniques 35S5::ADC2 que en les
plantes de tipus silvestre. Aixi, I’expressié d’4BI! en les linies 2.1 1 3.6 tractades amb
ABA va ser, respectivament, 23 1 20 vegades superior que en les plantes no tractades,
mentre que en les plantes de tipus silvestres aquest increment va ser nomes de 14
vegades. En el cas d’ABI2, la seva expressié en les linies 2.1 i 3.6, després del
tractament amb ABA, va incrementar 103 1 78 vegades en relacié a les plantes no
tractades amb I’hormona, mentre que en les plantes de tipus silvestre aquest increment
fou de 46 vegades. Despres del tractament amb ABA, I’increment en I'expressio de
HABI va ser aproximadament 4 1 3 vegades superior en les linies 2.1 1 3.6 que en les
plantes de tipus silvestre. En aquestes condicions, 1’expressio de PP2CA, va augmentar
63 vegades en la linia 2.1, 34 en la linia 3.6 1 33 en les plantes de tipus silvestre, en
relacio a les plantes no tractades amb ABA. L’expressio de RD29B en les linies 2.11 3.6
tractades amb I’hormona va ser, respectivament, 1,3 i 1,5 vegades mes alta que en les
plantes de tipus silvestre. Mentre que en el cas de OST1, aquesta diferencia va ser de 2
vegades en la linia 2.1, 1 de 1,8 vegades en la linia 3.6. Aquests resultats suporten la
idea de que les linies transgéniques 35S::4DC2, que acumulen elevats nivells de Put,

son hipersensibles a ABA.
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Figura R.21. Expresié d’ABII1, ABI2, HAB1, RD29B, PP2CA i OST1, en plantes transgéniques

358::ADC2 2.1 i 3.6, i plantes de tipus silvestre, després de 3h en un medi amb una concentracio

d’ABA 10uM (ABA) o bé el mateix medi sense ABA (control). Els nivells de transcrits es van

determinar per RT-PCR quantitativa amb primers especifics per cada gen i es van relativitzar als

de ’actina 2 en cada cas.

4.2.12 Localitzacio de les proteines ADC1 i ADC2

Per investigar la localitzacid in vivo de les proteines ADC1 1 ADC2, el cDNA que

contenia la regid codificant d’aquestes proteines es va fusionar a I’extrem C-terminal de

la proteina fluorescent CFP (ciano fluorescent protein) o GFP (green fluorescent

protein), respectivament, donant lloc a les proteines de fusi6 ADC1-CFP i ADC2-GFP,

que van permetre la posterior localitzacid en fulles de N. benthamiana agroinfiltrades.
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Tres dies després de 1’agroinfiltracid, es va poder comprovar I’¢xit de la
transformacid observant la presencia de fluoresceéncia en I’epidermis de les fulles
agroinfiltrades. Mitjangant 1’observacié al microscopi confocal, tal com s’indica en
I’apartat 3.9.5 de Materials i Métodes, per a la proteina ADC1-CFP es va obtenir un
patr6 de fluoresceéncia en que es veia un sola area fluorescent per cada cel-lula (Figura
R.22.A). Aquestes mateixes c¢l-lules d’epidermis de N. Benthamiana agroinfiltrades es
van tenyir amb DAPI, un compost fluorescent que tenyeix el DNA del nucli, i van
mostrar un patrd de fluorescéncia molt similar a I’observa’t amb la proteina ADCI-
CFP (Figura R.22.B). Fent una observacio de la proteina ADCI1-CFP 1 del colorant
DAPI alhora, es va veure que la fluorescencia dels dos coincidia perfectament (Figura
R.22.C), el que indicaria que la proteina ADC1-CFP te una localitzacié nuclear.

En I’epideérmis de fulles de tabac agroinfiltrades amb la construccié que contenia
el gen ADC?2 fusionat a GFP es va observar un patrd de fluoresceéncia puntejat (Figura
R.22.D), amb diversos punts per c¢l-lula i tots amb una mida semblant, que eren
abundants en les c¢l-lules guarda dels estomes. Aquesta fluorescéncia va coincidir
totalment amb la obtinguda quan es va fer servir una longitud d’ona per a excitar les
clorofil-les (Figura R.22.E i F), pigments fotosintétics continguts en els cloroplasts, el

que suggereix que la proteina ADC2-GFP es localitza en aquests organuls cel lulars.
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Figura R.22. Localitzacié subcel-lular de les proteines ADC1 i ADC2 fusionades a CFP i GFP,

respectivament. Es mostren les imatges obtingudes amb microscopia confocal on es veu, gracies a la
seva fluorescencia, la localitzaciéo d’aquestes proteines en epidermis de fulles de N. benthamiana
agroinfiltrades. Cél-lules que expressen transitoriament ADC1-CFP (A) o ADC2-GFP (D, G),
respectivament. Cél-lules tenyides amb el colorant fluorescent especific per a nuclis DAPI (B).
Colocalizaciéo d’ADC1-CFP amb DAPI (C). Fluorescéncia de les clorofil-les (E, H). Colocalizacio
d’ADC2-GFP amb les clorofil-les (F, I). Les dades es van obtenir fent servir un objectiu 40x

d'immersio en aigua.

107



Resultats

4.3 Caracteritzacio de tres amino oxidases d’Arabidopsis dependents de coure

En moltes especies vegetals, les CuAOs estan codificades per families
multigéniques (Moller i McPherson, 1998; Tipping i McPherson, 1995). L’analisi de la
informaci6 existent a la base de dades del genoma d’Arabidopsis
(www.arabidopsis.org), revela que hi ha 10 gens anotats com a putatives CuAOs, entre
els quals es troben: ATAO1 (Meller i McPherson, 1998) , AtCuAO1 (Wimalasekera 1
col,, 2011) , i vuit gens més: Atlg31710, At2g42490, Atlg31670, Atlg31690,
At3g43670, At4gl2270, At4gl12280 1 At4gl12290. Aquests gens presenten homologia
amb ATAOI, i d’altres CuAOs caracteritzades en diferents especies vegetals 1 animals
(Pietrangeli 1 col., 2007; Mura 1 col., 2007; Ascenzi 1 col., 2002). Totes les seqiiencies
proteiques deduides de les corresponents regions codificadores d’aquests gens presenten

un domini amino oxidasa (IPR002937).

De tots els gens que codifiquen per putatives CuAOs es van seleccionar els tres que
tenien un grau d’expressié més elevat en estat vegetatiu (Figura R.23) segons la base de
dades Genevestigator (www.genevestigator.com) (Zimmermann i col., 2004), que a
partir d’ara s’anomenaran: AtCuAOIl (Atlg62810, (Wimalasekera 1 col.,, 2011)),
AtCuAO?2 (At1g31710) 1 AtCuAO3 (At2g42490), per la seva caracteritzacio funcional
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Figura R.23. Expressié dels gens anotats com a putatives CuAOs en diferents estadis vegetals i

organs, extret de la base de dades www.genevestigator.com (Zimmermann i col., 2004).
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4.3.1 Comparacio de les seqiiencies d’AtCuAO1, AtCuAO2 i AtCuAO3 amb
altres CuAOs

Les seqiiencies d'aminoacids d’AtCuAO1, AtCuAO2 i AtCuAO3 es van alinear
amb la CuAO de Pisum sativum (PsCuAO, nombre d'accés GenBank 1L.39931), la tinica
CuAO d’origen vegetal que ha estat cristal-litzada, i la ATAOI1, la unica CuAO
d’Arabidopsis caracteritzada a nivell funcional (Figura R.24). AtCuAOIl i AtCuAO2
van mostrar un alt nivell de conservacid de seqiliencia quant es van comparar amb altres
CuAOs vegetals, mentre que el grau de conservacid va ser més baix en el cas
d’AtCuAQO3. En particular, la seqiiencia d'aminoacids d’AtCuAO]1 va resultar tenir un
60% d’homologia amb ATAOI i un 64% amb PsCuAO. L’homologia entre les
seqiliencies d’aminoacids d’AtCuAO2 1 ATAOI1 va ser de 65%, 1 de 71% entre les
sequencies d’AtCuAO2 i PsCuAO. La homologia d’AtCuAO3 amb ATAO1 i PsCuAO
va ser menor, 45% 1 44%, respectivament. L homologia entre la seqiiéncia d'aminoacids
d’AtCuAO3 1 les altres dos AtCuAOs també va ser baixa, 44% amb AtCuAO2 i 43%
amb AtCuAOl1, mentre que AtCuAQ?2, va exhibir un 63% d’homologia amb AtCuAOl.

Els residus d'aminoacids descrits com a importants per a l'activitat catalitica de
CuAOs vegetals, aparentment estan conservats en les tres AtCuAOs estudiades en
aquest treball (Figura R.24). ATAOI conté 32 dels 33 residus d'aminoacids que estan
descrits com a conservats en la major part de les CuAOs (Mgller 1 McPherson, 1998;
Tipping i McPherson, 1995), mentre que AtCuAO1, AtCuAO2 i AtCuAO3 contenen
32, 31 i 30 d'aquests aminoacids, respectivament (Figura R.24). Entre aquests
aminoacids s’inclouen la tirosina que es troba en el centre actiu (Figura R.24, Tyr441,
Tyrd12, Tyr495), 1 que posteriorment pateix una modificacid per formar el cofactor
TPQ (Tipping i McPherson, 1995; Mu i col., 1992; Janes i col., 1992); quatre histidines,
tres de les quals corresponen als lligands amb coure (Mgller i McPherson, 1998; Kumar
1 col., 1996; Parsons i col., 1995) (Figura R.24; His499, His501 1 His662 per AtCuAO]1,
His472, His474 1 His632 per AtCuAO2, His546, His548 1 His712 per AtCuAO3), 1
l'acid aspartic que es troba al centre actiu (Wilmot i col., 1997) (Figura R.24, Asp354,
Asp325 1 Asp412). La Cys373 1 Cys399 en AtCuAOl, 344 1 370 en AtCuAO2, 1431 1
457 en AtCuAO3, residus importants per a la formacié d'un potencial pont disulfur
(Padiglia i col., 2002), tamb¢ estan conservades en la majoria de les CuAOs. El residu

de serina, en la posicid aminoacidica 438 de la AtCuAO1 (Figura R.24) és una treonina
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en la majoria d’aminooxidases. Els residus d'aminoacids en les posicions 205 1 479 de la
AtCuAO2 son asparagina i histidina, respectivament, mentre que en la majoria de les
CuAOs son acid aspartic. En la AtCuAO3, els aminoacids de les posicions 559 i 564
son cisteina 1 acid glutamic, respectivament, mentre que aquests residus son glicina i
asparagina en altres CuAOs. Finalment el residu en la posicié 449 és prolina en la
majoria de les CuAOs, pero valina 1 alanina en AtCuAO3 1 ATAOI, respectivament

(Figura R.24).
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Figura R.24. Alineament de les seqiiéncies d’amino acids d’AtCuAO1, AtCuAO2 i AtCuAO3

amb altres CuAOs vegetals. Els organismes i els simbols utilitzats son els seguents: AtCuAOl,

111



Resultats

AtCuAO2, AtCuAO3 i ATAO1 (Meller i McPherson, 1998) son CuAOs d’A. thaliana i PsCuAO, és

una CuAO de P. sativum (Tipping i McPherson, 1995). Els residus identics es troben marcats amb

asterisc (*). Les substitucions conservades o semiconservades estan anotades amb ¢’ i ¢,

respectivament. Els 33 residus totalment conservats en la majoria de les coure aminooxidases es
troven marcats amb un fons de color gris. Els residus no conservats en les CuAOs d’A. thaliana
estan marcats invertidament, amb la lletra de color blanc. Els residus d’histidina d’unio a coure
estan marcats amb w. Els cercles negres (®) indiquen la tirosina que posteriorment es modificara
per a formar la TPQ. El lloc actiu format per un acid aspartic s’indica amb #. L’analisis es va dur a

terme fent servir el programa CLUSTALW per a ’alineament de sequencies.

4.3.2 Expressio d’AtCuA01, AtCuAO?2 i AtCuAO3 en Nicotinana benthamiana i

caracteritzacio de les proteines recombinants fusionades a TAP

Per tal de comprovar que ArCuAOI, AtCuAO2 1 AtCuAO3 codifiquen amino
oxidases funcionals dependents de coure, aquests gens es van expressar transitoriament
en N. benthamiana com a proteines de fusio utilitzant el vector d'expressio en vegetals
pC-TAPa (Popescu i col., 2007), tal com es descriu en 1’apartat 3.9.1 de Materials 1
Metodes. El tag TAP consta de: dos copies de la regié d’unié a immunoglobulina de la
proteina A de Staphylococcus aureus (2xIgG-BD), una diana per a ’escissio per la
proteasa 3C del rinovirus huma (3C), una cua de 6 histidines (6xHIS) i nou epitops myc
(9xMYC) (Rubio 1 col., 2005) (Figura R.25). La preseéncia d'aquest TAP facilita la

purificaci6 de proteines i la seva deteccié amb d'anticossos.
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Figura R.25. Construccio per a produir AtCuAOs recombiants fusionades al zag TAP en N.

benthamiana.

AtCuAOI1, AtCuAO2 1 AtCuAO3 codifiquen proteines de 712, 681 1 776
aminoacids respectivament, amb unes masses moleculars de 80,1, 76,7 1 86,7 kDs,
mentre que el TAP té una massa molecular calculada de 34,3 kD.

Cinc dies després de 1’agroinfiltracio, es va prendre la mostra de les zones
agroinfiltrades, 1 els extractes de proteines solubles es van analitzar per Western blot

utilitzant anticossos anti-myc. Com es pot observar en la Figura R.26, en els extractes
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proteics procedents de plantes transformades amb les construccions portadores de les
diferents AtCuAOs (Figura R.25), es va detectar una sola banda, la qual tenia la mida
esperada (114 kD, 111 kD i 121 kD) per a cadascuna de les tres proteines de fusid
(AtCuAO1-TAP, AtCuAO2-TAP, AtCuAO3-TAP) (Figura R.26). Aquestes proteines
es van purificar per cromatografia d’afinitat utilitzant IgG-Sepharose, procés que
implica la digestio amb la proteasa 3C i conseqiient trencament de la uni6 a IgGs. En els
extractes parcialment purificats, utilitzant el mateix anticos anti-myc, s’hi van detectar
bandes al voltant de 101, 98 i 108 kD, que es corresponen amb la mida esperada per les
proteines de fusio sense el domini 2xIgG d’unid a la proteina A: AtCuAO1-MYC9-
His6, AtCuAO2-MYC9-His6 1 AtCuAO3-MYC9-His6, respectivament (Figura R.26).

AtCuAO1 AtCuAO2 AtCuAO3
TE +3C TE +3C TE +3C kD

- e - . -—95

Figura R.26. Western blot de les proteines recombinants AtCuAO produides en plantes de V.
benthamiana. Les proteines presents en l'extracte de proteina total (TE) i en I'eluat obtingut a
partir d’una resina d'IgGs fent servir la proteasa 3C (+3 C) es van separar en un gel SDS-PAGE al
8% d’acrilamida i es van revelar utilitzant I'anticos anti-myc. La banda de major pes molecular
correspon a la proteina de fusié que conté tot el zag TAP, mentre que la banda de menor pes
molecular correspon a les proteines de fusié que se'ls ha eliminat del TAP el domini d'unié6 a IgG. A

la dreta es mostren els marcadors de pes molecular (kD).

L'activitat enzimatica de cada proteina de fusié parcialment purificada es va avaluar
mitjangant la produccio de H,O,. Per a aquest fi, les proteines de fusid es van incubar
amb el reactiu Amplex Red (Invitrogen, Live Thenologies) oxidable per H,O,,
peroxidasa, i la diamina Put, o be les poliamines Spd o Spm. La reaccid de qualsevol de
les tres proteines amb Put va permetre detectar alliberacié de H,O,, 1 per tant activitat
amino oxidasa (Figura R.27). Aquesta activitat es va veure reduida entre un 85% i un
75% si es feia un pretractament amb aminoguanidina, un inhibidor irreversible
competitiu d'aminooxidases que interactua amb el cofactor TPQ (Figura R.27).
L'activitat amino oxidasa també es va reduir un 97% per tractament previ amb 8-

hidroxiquinolina, un agent complexant de coure, que inhibeix de manera no competitiva
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aminooxidases dependents de coure (Figura R.27). La Spm també va resultar ser un bon
substrat per a les tres proteines, i novament aquesta activitat enzimatica va ser inhibida
per ’aminoguanidina, un 74%, i la 8-hidroxiquinolina, un 94% (Figura R.27). No
obstant aix0, cap de les tres proteines de fusio va ser capa¢ d’oxidar la Spm. Aquests
resultats suggereixen que AtCuAOIl, AtCuAO2 i1 AtCuAO3 codifiquen proteines
funcionals amb activitat amino oxidasa dependent de coure, que sén capaces d'oxidar
Put 1 Spd, perd no Spm, amb el conseqiient alliberament de H>O,. Mentre que
AtCuAO1 1 AtCuAO2 no va semblar que tinguessin preferéncia per cap dels substrats
reconeguts, AtCuAO3 va mostrar una major activitat quan es va utilitzar Put com a

substrat que quant aquest va ser Spd (Figura R.27).
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Figura R.27. Activitat amino oxidasa de les proteines de fusié recombinants AtCuAO1-MYC9-
His6 (AtCuAO1), AtCuAO2-MYC9-His6 (AtCuAO2) i AtCuAO3-MYC9-His6 (AtCuAO3). Els
eluats utilitzats per mesurar l'activitat de 1'enzim, que es van obtenir per purificacié d’extractes
proteics utilitzant una resina d'IgG i proteasa 3C, contenien 1 png de proteina. La fluorescencia
relativa correspon a la quantitat de H,0, alliberat per 1'oxidacié de la Put o Spd (10 mM), soles o
pre-tractades amb els inhibidors de CuAO, aminoguanidina (AG, 5 mM) o 8-hidroxiquinolina

(8HQL, 30 uM), fent servir el reactiu Amplex Red.
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4.3.3 Perfil d’expressio6 d’AtCud01, AtCuAO2 i AtCuAO3 durant el

desenvolupament i en diferents organs vegetals.

Per avaluar la regulacid espacial i temporal de I’expressié dels 3 gens que
codifiquen diferents AtCuAOs, es va analitzar l'expressié d’AtCudOlI, AtCuAO2 i
AtCuAO3 mitjangant RT-PCR a temps real utilitzant RNA aillat de diferents organs de
plantes adultes d’Arabidopsis (fulles de roseta, tiges, flors). L'expressio d'aquests gens
també es va determinar en plantules senceres de 4, 12, 21 1 28 dies d'edat per tal de
saber si hi havia algun tipus de regulacido en I’expressido d’aquests gens durant el
desenvolupament de la planta (Figura R.28).

Els transcrits d’AtCuAO1, AtCuAO2 1 AtCuAO3 es van detectar en tots els organs
analitzats, pero amb diferents nivells. L’expressio d’A#CuAO1 era abundant en les fulles
de la roseta, pero els nivells més alts es van trobar en tiges i flors. L'expressié d'aquest
gen va augmentar al voltant de 3 vegades en plantules de 28 dies en comparacié amb les
plantules de 4 dies d'edat (Figura R.28). Un patrd d'expressio similar es va observar per
AtCuAO3, amb un augment de 1’expressié al llarg del desenvolupament de la planta, i
un pic d’expressid en les flors, seguit de fulles i tiges, en que l'expressid va ser similar
(Figura R.28). Per contra, els nivells d’expressio d’AtCudO2, eren abundants en les
tiges, pero0 baixos en els altres organs analitzats. L’expressio d’aquest gen no va
augmentar durant les diferents etapes del desenvolupament (Figura R.28). A més,
AtCuAO?2 va resultar ser el gen que presentava un menor grau d’expressio dels tres

analitzats en aquest treball (Figura R.28).
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Figura R.28. Analisis de l'expressio dels gens ArCuAOI-3. L'expressié es va determinar en
plantules d'A4. thaliana, cultivades en medi MS, de 4, 12, 21 i 28 dies d’edat (barres blanques) i en
diferents organs de plantes de 6 setmanes d'edat cultivades en terra (barres negres). Els nivells
d’expressio es van determinar per RT-PCR quantitativa utilitzant encebadors especifics per cada

gen. L’expressié d’aquest gens es va relativitzar a 1I'expressio del gen Actina2 en cada mostra.
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4.3.4 Perfil d’expressio d’4¢CuA01-3 en resposta a diferents estimuls externs

S’ha descrit que les amino oxidases dependents de coure estan involucrades en la
resposta de les plantes a estres tan abiotic com biotic (revisat per Angelini i col (2010) 1
Cona 1 col (2006). Per aquest motiu, es va decidir investigar el patr6 d'expressio
d’AtCuAdO1, AtCuAO2 1 AtCuAO3 en resposta a diversos estimuls externs. Per aixo a
plantules d'Arabidopsis crescudes in vitro se’ls va aplicar exdgenament flagel-lina 22,
una proteina bacteriana que activa les defenses de la planta, o diferents fitohormones,
com ABA, SA, MeJA, i el precursor d'etile ACC. També es van incloure en aquest
analisis plantules que havien estat ferides (Figura R.29).

L'expressid més alta d’A7CuAO1 es va observar en les plantes tractades amb SA
després de 24 hores (al voltant de 7,5-vegades més que les plantes no tractades). En
aquest punt, I’expressio d’AtCuAOI també va augmentar en resposta als tractaments
amb MeJA, flagel-lina i ABA, encara que en menor grau (aproximadament 3,5
vegades). Cal remarcar que la inducci6 d'aquest gen per ABA, ja s’observava 3h després
del tractament (Figura R.29). L’expressi6 d’A7CuAOIl no es va veure afectada de
manera considerable en les plantes ferides ni en les tractades amb ACC (Figura R.29).
Els nivells dels transcrits d’4AtCudO3 també es van veure augmentats per els
tractaments amb ABA, SA, flagel-lina i MeJA, a les 8 h (Figura R.29). A ales 24 h els
nivells d’expressid d'aquest gen van augmentar a les plantes tractades amb MeJA, pero
van disminuir a les tractades amb ABA o SA, i varen romandre gairebé constants en les
tractades amb flagel-lina. L expressi6 d’47CudO3 va ser lleugerament inferior després
de 8h en les plantes que havien estat ferides, perd va tornar als nivells basals després de
24 hores, 1 no es va veure practicament afectada per el tractament amb ACC (Figura
R.29). Per contra, I’expressié d’AtCuAO2 va ser clarament induida a les 8 h en les
plantes ferides i en les tractades amb MeJA (aproximadament 12-vegades), mentre que

no es va veure afectada per cap dels altres tractaments aplicats (Figura R.29).
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Figura R.29. Expressio dels gens A¢2CuAO01-3 en plantules d'Arabidopsis en resposta a diversos
tractaments. Els nivells relatius de transcrits dels gens AtCuAO0I, AtCuAO2 i AtCuAO3 es van
determinar per PCR a temps real en plantules d'Arabidopsis exposades a diferents tractament amb
flagel-lina 22, SA, Meja, ACC, ABA, o ferida, després de 0, 3, 8 i 24 h de tractament. Els valors,
préviament relativitzats a ’Actina 2, s'expressen en relacié amb el nivell d’expressié de les plantes
no tractades, que se suposa que és un. Els valors sén la mitjana + SE de tres repeticions. Les barres

representen errors estandard.

4.3.5 Localitzacié subcel-lular d’AtCuAO1, AtCuAO2 i AtCuAO3

AtCuAO3 conté en el seu extrem C-terminal (aminoacids 774-776) la seqiiencia
canonica SKL (Ser-Lys-Leu), tripeptid que participa en el direccionalment de proteines
als peroxisomes. De fet, la localitzacid peroxisomal d'aquesta proteina ja s’havia
demostrat préviament en un estudi del proteoma de peroxisomes (Reumann i col., 2009;
Eubel 1 col., 2008). Tot i aix0, en aquest treball s’ha confirmat experimentalment la
localitzacié subcel-lular d'aquesta proteina, fusionant-la a YFP en el seu extrem N-
terminal 1 expressant-la en N. benthamiana de forma transitoria (Figura R.30.1-L).

En estudis bioinformatics per prediccié de la localitzacio subcel-lular de proteines

utilitzant el programa PSORT, 1Winic que permet assignar possibles localitzacions
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peroxisomals, no es van identificar AtCuAO1 ni AtCuAO2 com a possibles proteines
peroxisomals. Per AtCuAQO2, aquest programa va donar una amplia gamma de
localitzacions, incloent reticle endoplasmatic, aparell de Golgi i mitocondries, aixi com
un putatiu peptid senyal amb una diana d’escissid entre els aminoacids 1-19; mentre que
per AtCuAOl, es va predir una localitzacio extracel-lular, amb un possible lloc
d'escissid entre els residus aminoacidics 21 1 22. Per tal de determinar experimentalment
la localitzacié subcel-lular d'aquestes dues isoformes d’AtCuAO, es va fusionar la YFP,
en pauta oberta de lectura a I’extrem C-terminal d’AtCuAO1 1 AtCuAQO?2. Les proteines
de fusid6 AtCuAOI1-YFP i AtCuAO2-YFP es van expressar de forma transitoria,
mitjangant agroinfiltracio, en fulles de N. benthamiana (Figura R.30 A-H).

L’observacio amb un microscopi confocal de les cél-lules infectades va mostrar un
patr6 de fluorescencia puntejat dintre de les cel-lules que expressaven AtCuAO2-YFP
(Figura R.30 E), molt semblant al observat per YFP-AtCuAO3 (Figura R.30 I). Els
peroxisomes es mostren de color blau (Figura R.30 F-J), degut a I’expressi6 d’una
proteina de fusio marcadora de peroxisomes (CFP-SKL, (Nelson i col., 2007). Tant en
el cas d’AtCuAO2-YFP, com en el de YFP-AtCuAO3, totes les marques grogues
observades en les cel-lules coincideixen amb la fluoresceéncia blava observada amb la
proteina de fusidé CFP-SKL (Figura R.30 G-H i Figura R.30 H-L), confirmant que
AtCuAO3 és una proteina peroxisomal i suggerint fermament que AtCuAO2 també es
localitza en els peroxisomes.

Les cel-lules que expressaven AtCuAOI1-YFP van mostrar un patr6 de secrecio,
amb la fluorescencia groga localitzada principalment en la periferia de les cel-lules
(Figura R.30 A), aquest part6 també es va observar en les cel-lules que expressaven
SPG-DsRed (Figura R.30 B), que es va utilitzar com a control de secrecié de proteines
(Torrent 1 col., 2009). A més, la fluorescencia groga d’AtCuAO1-YFP va colocalitzar
amb la fluorescéncia vermella de la DsRed secretada (Figura R.30.C i D), el que

suggereix clarament que AtCuAO1 és una proteina extracel- lular.
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Figura R.30. Localitzacié subcel-lular de les proteines AtCuAOl, AtCuAO2 i AtCuAO3
fusionades a YFP. Es mostren les imatges obtingudes mitjancant microscopia confocal on es veu,
gracies a la seva fluorescencia, la localitzacié d’aquestes proteines en epidermis de fulles de N.
benthamiana agroinfiltrades que expressen transitoriament CuAO1-YFP (A), el marcador de
proteines extracel-lulars Spg-DsRed (B), AtCuAQ2-YFP (E), YFP-AtCuAO3 (I) o el marcador de
proteines peroxisomals CFP-SKL (F, J). Colocalizacio de les AtCuAOs fusionades a la YFP amb el
marcador extracellular (C i D) o el peroxisomal (G, H, K i L). En les imatges de contrast diferencial
d’interferencia (DIC) es mostra la morfologia de les cel-lules transformades sobreposades a les
imatges que mostren les proteines d’interes fusionades a YFP amb els corresponents marcadors (D,

H i L). Les dades es van obtenir fent servir un objectiu 40x d'immersio en aigua.
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5 Discussio

5.1 En Arabidopsis 1'acumulacio de Put per sobreexpressio d’ADCI o ADC2

indueix tolerancia a congelacio

Els resultats de diversos estudis correlacionals indiquen que les PAs estan
implicades en la resposta de les plantes a fred. S’ha observat que, en diferents especies
vegetals, els nivells de PAs augmenten després del tractament amb fred, a més les
varietats vegetals tolerants a fred mostren uns nivells de PAs superiors a les no tolerants
(Szalai i col., 2009; Kasukabe i col., 2004; Shen i col., 2000; Lee, 1997; Szalai i col.,
1997; Kramer i Wang, 1989; Nadeau i col., 1987). La importancia de les PAs en la
resposta a fred s'ha demostrat també mitjangant l'aplicacié d'exogena d'aquests
compostos o dels seus inhibidors biosintetics (Kim i col., 2002; He i col., 2002; Lee,
1997; Kramer 1 Wang, 1989). Els resultats obtinguts amb aquestes aproximacions
experimentals indiquen que nivells elevats de PAs es correlacionen amb una major
tolerancia a baixes temperatures. D’altra banda, estudis generals enfocats a la
identificaci6 de gens i/o metabolits relacionats amb la resposta a fred han posat de
manifest la participacié de la biosintesis de PAs en aquest procés. (Kaplan i col., 2007;
Vogel i col., 2005; Cook i col., 2004). Per tant I'obtencié de plantes amb nivells elevats
de PAs pot ser una bona estratégia per incrementar la tolerancia a fred.

En Arabidopsis, entre els gens de la biosintesi de PAs, l'expressio dels quals
s'indueix en resposta a baixes temperatures, es troben ADCI 1 ADC2, els dos gens que
codifiquen ADC (Urano 1 col., 2003). D’altra banda s’ha vist que diferents al-lels
mutants d’adc! 1 adc2, amb una incapacitat parcial alhora d’acumular Put en resposta al
fred, eren més sensibles a aquest estreés que les plantes de tipus silvestre (Cuevas i col.,
2008). En aquest treball hem estudiat 1'efecte de la sobreexpressio d’ADCI i ADC2 en
la tolerancia a congelacid d'Arabidopsis. Per aix0 hem utilitzat 3 linies transgeniques
358::ADCI (17.12, 19.4 1 111.10), 1 2 linies 35S5::ADC2 (9.12 1 7.2) (Alcazar 1 col.,
2005). En les linies 35S::4ADC1 els nivells de Put eren entre 3 1 6 vegades superiors que
en les plantes de tipus silvestre (Figura R.2), i no presentaven alteracions en el
desenvolupament. Les linies 35S::ADC2 9.12 i 7.2, amb increments de Put de 6 i dues

vegades, respectivament (Figura R.4), es van seleccionar perque no presentaven les
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alteracions fenotipiques (menor mida de la roseta basal i elongacié de la tija) observades
en la resta de linies transgéniques (Alcazar i col., 2005).

Els resultats dels experiments de congelacid, mostren que en Arabidopsis la
sobrexpressio d’ADCI és suficient per promoure la tolerancia a congelacid. En les
plantes 35S::4ADCI I’'increment de tolerancia a la congelacid, en comparaciéo amb les
plantes de tipus silvestre, s’observa tant en plantes aclimatades com en no aclimatades,
perd aquesta diferencia es més gran quan es tracta de plantes aclimatades (Figura R.3).
La sobreexpressio d’ADC2 també indueix tolerancia a congelacio, perd només quan les
plantes han estat préviament aclimatades (Figura R.5). Aquests resultats estan d’acord
en els obtinguts préviament amb els mutants adc! i adc?2, els quals eren més sensibles a
congelacid que les plantes de tipus silvestres, essent aquesta diferencia més marcada en
els mutants adcl, 1 encara més en les plantes aclimatades (Cuevas i col., 2008), i
suporten la idea de que ADCI 1 ADC?2 exerceixen un paper important en la tolerancia a
congelacid.

Es important destacar que l'increment en els nivells de Put observat en les linies
transgeniques 35S5::ADCI 1 355::ADC2, no es va traduir en un increment dels nivells de
Spd i Spm, pel que podem dir que la Put té un paper intrinsec en la resposta
d'Arabidopsis a congelacio, principalment en el procés d'aclimatacid. Per tant, la
obtencié de plantes que acumulin Put, per sobreexpressio d’ADCI o d’ADC2, podria
tenir interes agronomic degut a la seva resisteéncia fred i glagades; ja que, com s'indica
en la Introduccio, un dels efectes detectats com a resultat del canvi climatic és un avang
en la floracié dels fruiters, el que els fa més sensibles a gelades tardanes (Pefiuelas,
2004; Iglesias, 1995).

Tenint en compte que la tolerancia a congelacid es major en les plantes
sobreexpressores d’ADCI que en les sobreexpressores d’ADC2, 1 que una expressio
molt forta del gen ADC2 comporta alteracions en el desenvolupament (Alcazar i col.,
2005), el gen ADCI semblaria ser el millor candidat per a futures aplicacions

biotecnologiques.
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5.2 En Arabidopsis I'acumulaciéo de Put per sobreexpressio d’ADC2 indueix

tolerancia a deshidratacio

Com s’indica en I’Introduccid, actualment la sequera es un dels problemes més
importants a nivell ambiental. Per tant, la necessitat de generar varietats vegetals
resistents a aquest tipus d’estrés és un desafiament per a l'agricultura sostenible.
Arabidopsis thaliana és una especie silvestre intolerant a la sequera distribuida en
I'hemisferi nord, en els climes temperats 1 freds (Koornneef 1 col., 2004), que pertany a
la familia de les Brassicacies, en la qual s’inclouen també especies d’interes agricola
com la colza (Brassica napus). Per tant, Arabidopsis és un model util per induir
resisténcia a la sequera a través de la manipulacid genética, i transferir després aquest
coneixement a especies cultivables estretament relacionades.

Igual que en el cas del fred, esmentat en 1'apartat anterior, hi ha diferents estudis
correlacionals que demostren que les PAs estan implicades en l'adaptacio de les plantes
a deshidratacid (Groppa i Benavides, 2008; Bouchereau i col., 1999). Fins ara, s’havia
proposat que 1'acumulacié de Spd i Spm, a través de l'activacié del flux metabolic de
Put cap aquestes PAs, permetia discriminar entre cultivars tolerants i no tolerants a
sequera (Yang i col., 2007; Alcéazar i col., 2006b; Capell i col., 2004). Aquest model
limitaria el paper de Put a un mer precursor dels compostos protectors Spd i Spm. No
obstant aix0, com s'indica en I'apartat anterior, en Arabidopsis I’acumulacié de Put per
sobreexpressio dels gens ADCI i ADC2 no es tradueix en augments en el contingut de
Spd i/o Spm (Figura R.2 i Figura R.4). Per tant, les plantes d’Arabidopsis 35S::ADCI i
358::ADC2 sén un model adequat per estudiar l'efecte de la Put en la tolerancia a
deshidratacid, aixi com el seu possible mecanisme d’accid, independentment dels
canvis en el nivells de Spd 1 Spm observats en altres espécies vegetals.

En aquest treball s’ha estudiat com afecten les concentracions elevades de Put, per
sobreexpressio d’ADCI 1 d’ADC2, en la resposta a 1’estrés per sequera en Arabidopsis.
Per aix0 s’han utilitzat les linies transgéniques indicades en el apartat anterior, més les
linies 35S::ADC2: 2.1 1 3.6, amb un contingut de Put 63 1 37 vegades més alt que les
plantes de tipus silvestre, respectivament. Es important assenyalar que el treball es va
realitzar amb plantes crescudes en terra i sotmeses a una disminucié gradual de la
disponibilitat d’aigua al sol, ja que els resultats poden variar segons la forma en que

s’indueix 1’estrés (Wilson 1 col., 2009). Molts dels treballs que estudien la tolerancia a
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deshidratacié en Arabidopsis s’han realitzat induint estrés osmotic mitjancant el
tractament amb concentracions elevades de mannitol o polietilenglicol (PEG-6000),
procediment que, a més de provocar plasmolisi i dany cel-lular (Verslues i col., 2006;
Munns, 2002), pot ser toxic per a la planta (Verslues i col., 1998), provocant efectes no
relacionats amb 1’estrés hidric. Cal indicar que dels 806 gens dels quals n’incrementa
I’expressio en experiments d’estrés hidric, només 27 sén corregulats quan varia la
manera d’induir 1’estrés: tractament amb concentracions altes de mannitol, fent servir un
paper de filtre per tal de deshidratar rapidament la planta o per un deficit gradual
d’aigua en el sol (Bray, 2004).

Els resultats obtinguts demostren que només 1’acumulacio d’alts nivells de Put,
induits per sobreexpressio6 d’4ADC2, augmenten la tolerancia a deshidratacid
d’Arabidopsis (Figura R.6 1 Figura R.7). A més, en les linies transgeniques 355::ADC2
el grau de tolerancia era proporcional als nivells de Put, de manera que les linies amb
nivells més elevats de la diamina (linies 2.1 i 3.6) son les que presenten major tolerancia
a deshidrataci6. Aquestes dades demostren clarament que la tolerancia a deshidratacio
esta relacionada directament amb el contingut de Put, sempre que aquesta sigui
produida via ADC2 (Figura R.4, Figura R.6 i Figura R.7), i que canvis moderats en els
nivells de Put, com els observats en les plantes de tipus silvestre i la linia 7.2 exposades
a deshidrataci6, o la Put produida via ADCI, no confereixen tolerancia a sequera.
Sembla que hi hauria un llindar en la concentracié de Put produida via ADC2, a partir
del qual es presentaria aquest fenotip, que no s’aconsegueix quan el gen ADC2
s’expressa sota el control del seu propi promotor ni amb la sobreexpressio constitutiva
del gen ADCI. Aquesta “hipotesi del llindar” ja ha estat proposada per altres autors en
arrds, on es va veure que la sobreexpressio d’ADC de Datura stramonium comportava
un augment dels nivells de Put, fins a un nivell maxim, a partir del qual es convertia en
Spd i Spm, que actuarien com a compostos protectors (Capell i col., 2004). Els nostres
resultats demostren que, en Arabidopsis, I’acumulacié de Put via ADC2, és suficient per
conferir proteccio davant la deshidratacid, ja que els nivells de Spd 1 Spm no augmenten
durant I’estres (Figura R.14), el que ens permet afirmar que en aquesta especie vegetal

la Put té un efecte protector intrinsec davant 1’estres hidric.
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5.3 La tolerancia a deshidrataci6 de les plantes sobreexpressores d’4ADC2 podria

ser deguda en part a una deficiéncia en GAs

Com s’ha dit, les plantes sobreexpressores d’4DC2 presentaven un fenotip de
nanisme degut a que eren deficients en GAs bioactives (GA4 1 GAl), com a
conseqiiencia d'una menor expressido dels gens que codifiquen les dioxigenases
(GA200x 1 GA3ox) implicades en les ultimes etapes de la biosintesi d'aquestes GAs
(Alcazar 1 col., 2005).

Es ben conegut que les GAs tenen un paper important en el desenvolupament
vegetal durant tot el cicle ontogénic de les plantes, pero la seva implicacid en la resposta
a estres ha estat menys estudiada. Malgrat aixo hi ha dades que relacionen els nivells de
GAs bioactives amb la tolerancia a diferents tipus d'estres. Aixi, un mutant nan d'ordi,
deficient en la conversid de GAyy 1 GAg en GA| 1 GA4, respectivament, que sén les
etapes catalitzades per les dioxigenases, és més tolerant a 1’estres per calor 1 sequera que
les plantes de tipus silvestre, 1 aquesta tolerancia es redueix per tractament amb GA;
(Vettakkorumakankav i col., 1999). A més, el tractament de les plantes d'ordi de tipus
silvestre amb paclobutrazol, un inhibidor de la biosintesi de GAs, incrementa la
tolerancia a estreés (Vettakkorumakankav i col., 1999). En Arabidopsis, el mutant de
biosintesi de GAs gal-3 és més tolerant a 1’estres sali que les plantes de tipus silvestre, 1
aquesta tolerancia disminueix per aplicacio exogena de GAj (Magome i col., 2004). Per
tant, la resistencia a deshidratacié mostrada per les linies sobreexpressores d’ADC2 2.1 i
3.6 podria venir donada pels seus baixos nivells de GAs bioactives. Per comprovar
aquesta hipotesi es va analitzar la tolerancia a deshidratacié de les linies 355::ADC2
tractades o no amb GAs. Com es veu en la Figura R.9, de manera similar al que s'havia
observat en els mutants d'ordi i d’Arabidopsis deficients en GAs, [’aplicacié exogena
de GAj va revertir parcialment el fenotip de tolerancia a deshidratacié de les linies
transgeniques, pero no es va arribar als nivells detectats en les plantes de tipus silvestre.
Aquests resultats indiquen que la deficiencia de GAs podria ser la causa, almenys en
part, de la tolerancia a deshidratacié induida per I’acumulacié de Put via ADC2 (Figura
D.1). No obstant aix0, el fet que la tolerancia a deshidratacid fos més gran en les plantes
transgeniques tractades amb GAs que en les plantes de tipus silvestre no tractades amb
I'hormona, suggereix que hi ha d'haver algun altre mecanisme, independent de GAs,

implicat en aquesta resposta. En plantes que sobreexpressen el factor de transcripciod
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DDF1, pertanyent a la familia AP2/ERF (Magome i col., 2004), que com s'indica en la
Introduccid regulen la resposta a estrés abiotic per una ruta independent d’ABA, s'ha
observat també hi ha una correlacié inversa entre el contingut de GAs i la tolerancia a
estres sali. En les plantes 35S::DDF I els nivells de GAs bioactives estan disminuits en
relacio a les plantes de tipus silvestre, pero l'expressio de GA20ox 1 GA3o0x és superior
en les primeres (Magome 1 col., 2004). Aquest fet també s'ha descrit en mutants
deficients en la biosintesi o resposta a GAs, mentre que en mutants amb nivells elevats
de GAs o amb una resposta incrementada a 1'hormona I'expressié de GA20ox 1 GA3ox
esta disminuida (Yamaguchi, 2008; Olszewski 1 col., 2002; Hedden 1 Phillips, 2000).
Aix0 és degut a un mecanisme de regulacid per retroalimentacid negativa que permet
mantenir 1’homeostasi de GAs 1 esta mediat per les proteines DELLA (Zentella 1 col.,
2007), una familia de proteines (5 en Arabidopsis: GAI, RGA, RGL1, RGL2 i RGL3)
que actuen com a repressores en la senyalitzacido de GAs. Els treballs d’Achard i col.
(2008; 2006) amb un quadruple mutant DELLA indiquen que la tolerancia a salinitat de
les plantes deficients ens gibberel-lines podria estar mediada per aquestes proteines
reguladores. Aquest podria ser també el cas en les plantes 355::DDFI, en les que
s’observa un marcat increment en I’expressi6 de RGL3 (Magome i col.,, 2008).
Tanmateix, en les plantes 355::4DC2 no funciona el mecanisme de regulacié per
retroalimentacio negativa, ja que tant els nivells de GAs bioactives com 1'expressid dels
gens que codifiquen GA20o0x 1 GA3ox estan reduits (Alcazar i col., 2005). A més, en
aquestes plantes (linia 2.1) s'ha observat que l'expressié de DDFI i altres factors de
transcripcio de la familia AP2/ERF esta disminuida (Alcazar i col., 2005), el que
suggereix que el mecanisme de regulacio de la biosintesi de GAs i de la resposta a estres

mediat per Put ha de ser diferent del de DDFI.

5.4 L’acumulacio de putrescina per sobrepressio d’4ADC2 regula I’obertura
estomatica i la pérdua d’aigua per transpiracio

Per comprendre els processos fisiologics subjacents a la tolerancia a la sequera

observada en les linies transgéniques 35S::ADC2, i elucidar possibles mecanismes

implicats en aquesta resposta, es van determinar diversos parametres relacionats amb

I’estat hidric de les plantes. Els resultats obtinguts mostren que, després d’un periode de

deshidratacié de 14 dies, el contingut relatiu d’aigua (RWC) en les linies 35S::ADC2
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tolerants a la deshidratacio (2.1 1 3.6) era significativament superior que en les no
tolerants (linia 7.2, linies 35S5::ADCI i plantes de tipus silvestre) (Figura R.10), mentre
que la taxa de transpiracio era menor (Figura R.12 ). A mes, ’obertura estomatica en les
linies tolerants 2.1 1 3.6 era menor que en les plantes de tipus silvestre (Figura R.13).
Aquests resultats indiquen que 1’acumulaci6 d’alts nivells de Put, via ADC2, dona lloc a
una menor perdua d’aigua per transpiracid, com a resultat d’una menor obertura
estomatica, que es tradueix en un increment de la tolerancia a deshidratacié. S’ha descrit
que nivells alts de PAs (Put, Spd, Spm) inhibeixen 1’obertura dels estomes i indueixen
el seu tancament (Liu 1 col., 2000). Mitjancant experiments de "patch-clamp", aquests
autors van demostrar que 1’acumulacié intracel-lular de PAs inhibia I’entrada de K' a
I’interior de les cel-lules guarda. Aixd indicaria 1’existéncia d’una connexid entre
condicions d’estres, nivells de PAs 1 regulacié de I’obertura estomatica, que podria
explicar la tolerancia a deshidratacié observada en les linies 35S::ADC2. Aquesta
hipotesi vindria recolzada per altres publicacions que descriuen la regulacidé de
I’activitat dels canals i0nics de la membrana per concentracions elevades de PAs (Zhao
1 col., 2007; Shabala i col., 2007). Alternativament, la degradacio de la Put a través
d’amino oxidases dependents de coure (CuAOs) podria contribuir al tancament
estomatic tal com descriuen Ann i col. (2008) en faves. La degradacié de PAs per
amino oxidases produeix H>O, que com es ben conegut esta implicat en la resposta de
les plantes tant a estrés abiotic com biotic (Cona 1 col., 2006). EI H,O, indueix el
tancament estomatic i, conseqiientment, major tolerancia a deshidratacio (Kwak i col.,
2003). En les cel-lules de guarda de Vicia fava el H,O, produit per degradacié de Put
mediada per CuAO es essencial per el tancament estomatic induit per ABA (Ann i col.
2008).

Una altra possibilitat per explicar la menor obertura estomatica observada en les
linies transgeniques que acumulen alts nivells de Put, seria I’activacié de la fosfolipasa
C. Aquest enzim trenca el fosfatidilinositol 4,5-difosfat per produir inositol 1,4,5-
trifosfat (IP3) 1 diacilglicerol unit a membranes (DeWald i col., 2001; Otterhag i col.,
2001; Drobak i Watkins, 2000). L’acumulacié d’IP3 activa la ruta de transduccio de
senyal a estrés, a causa de I’alliberament de Ca®" de les reserves intracellulars i
I’activaci6 dels canals de K, el que es tradueix en la induccié del tancament estomatic

(Blatt i col., 1990; Gilroy i col., 1990). Els nivells d’IP3 estan regulats tant per la
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sintesi, a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (Munnik i col., 1998), com per la
degradacio, mediada per fosfatases (Berdy i col., 2001; Quintero i col., 1996; Gillaspy i
col,, 1995). En animals, les PAs augmenten els nivells d’IP3 perqué activen la
fosfolipasa C (Hedeskov i col., 1991; Spath i col., 1991) i la fosfatidilinositol fosfat 5-
quinasa, que catalitza la producci6 del precursor de IP3 (inositol 4,5-P) (Singh 1 col.,
1995), alhora que inhibeixen 1’activitat de la IP3 5-fosfatasa (Seyfred i1 col., 1984).
Wilson i col. (2009) han descrit que mutants d’ Arabidopsis amb pérdua de funci6 per al
gen que codifica SALI, un enzim que pot desfosforilar dinucleotids fosfat o inositol
fosfat, presenten major tolerancia a deshidratacié que les plantes de tipus silvestre en
assajos similars als realitzats en aquest treball. El mutant de SALI, alx8, presenta
nivells molt augmentats de Put (15,2 vegades més que el tipus silvestre), que
coincideixen en un increment en I’expressid6 d’4ADC2. Els autors suggereixen que els
nivells elevats de Put podrien ser els responsables de la tolerancia a deshidratacid
observada en els mutants, i consideren la possibilitat que nivells elevats de Put podrien

modificar els nivells de fosfoinositol.

5.5 L’acumulacié de Put per sobreexpressiéo d’ADC2 no altera els nivells d’ABA
en plantes d’ Arabidopsis

Es un fet prou conegut que I’ABA regula la resposta de les plantes a deshidratacio
mitjancant la regulacid de 1’obertura estomatica i de I’expressio de diversos centenars de
gens, que comporta ’alteracio del perfil de metabolits. En treballs previs realitzats al
laboratori es va observar que 1’expressié d’4DC?2 s’indueix durant la deshidratacio per
una via dependent d’ABA, ja que els mutants aba i abi, deficitaris en la biosintesi 1
resposta a I’ABA, respectivament, tenen bloquejada la induccié del gen ADC2 per
deshidratacié (Alcazar i col.,, 2006a). Com s’indica en ’apartat 5.3, 1’expressio de
diversos factors de transcripcio de la familia AP2/ERF esta reprimida en les linies
transgeniques 35S5::4DC?2 tolerants a deshidratacio (linea 2.1) (Alcazar i col. 2005), el
que suggeriria que en aquestes plantes la resposta a sequera esta regulada per una via
depenent d’ABA. Considerant totes aquestes dades, seria logic pensar que la tolerancia
a deshidratacio observada en la linies 355::4ADC2, com a resultat d’una menor taxa de
transpiracio 1 obertura estomatica, podria ser deguda a un major contingut d'ABA en les

mateixes. No obstant aix0, les dades obtingudes en aquest treball no donen suport a
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aquesta hipotesi, ja que els nivells d’ABA de les linies 355::ADC?2 tolerants o no a
deshidratacié son similars, tant en condicions normals de cultiu (Figura R.15), com
durant la deshidratacié (Figura R.16). Al llarg d’aquest procés s’observa un increment
molt marcat dels nivells endogens d’ABA en el moment en qué les plantes presenten els
primers simptomes de deficit hidric, el que passa més tard a les linies tolerants a
deshidratacié que a les no tolerants (Figura R.10 1 Figura R.16). Per tant, podem
concloure que la tolerancia a sequera induida per acumulacié de Put en les linies

358::ADC2 no és deguda a un increment en els nivells d’ABA.

5.6 La sobreexpressio d’ADC2 en Arabidopsis indueix hipersensibilitat a ABA

Una possibilitat per explicar el fenotip observat en les plantes 355::ADC2 sobre
productores de Put, seria que aquestes linies transgéniques fossin hipersensibles a ABA
1, conseqiientment, la mateixa, o menor, concentracié de I’hormona induiria una major
resposta en les linies 35S::ADC2 que acumulen Put, aix0 explicaria la seva major
tolerancia a deshidratacio. Els estudis d’obertura estomatica en resposta a diferents
concentracions d’ABA mostren corbes paral-leles en els casos de les linies
transgeéniques tolerants o no a deshidratacid (Figura R.17), fet que semblaria estar en
desacord amb d’hipotesi plantejada. No obstant aix0, aquests resultats han de ser
considerats amb precaucio, ja que el fet de que les linies que acumulen Put tinguin més
tancats els estomes que les plantes de tipus silvestre de forma constitutiva fa que, en les
primeres, sigui dificil observar increments del tancament estomatic. Per tant, aquests
resultats no poden ser considerats concloents. De fet, en les plantes hibrides aba2-3 x
358::ADC2 es recupera parcialment el fenotip de sensibilitat a deshidratacid dels
mutants aba 2-3, deficients en ABA (Figura R.18), el que confirma que la tolerancia a
aquest estrés observada en les plantes 35S5::4ADC2 no és dependent de la concentracid
d’ABA, i suggeriria que aquestes plantes presenten una major sensibilitat a ’hormona.
Per confirmar aquesta hipotesi es van analitzar altres parametres relacionats amb la
sensibilitat a ABA, com son la germinacio i el creixement de les arrels en presencia
d’hormona exogena.

El percentatge de germinacié de les llavors en un medi complementat amb 0,5 uM
d’ABA va ser mes baix en les linies transgeniques sobreproductores de Put (355::ADC2
2.113.6) que en les plantes de tipus silvestre. A més I’ICsy d’ABA en la germinaci6é va
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ser de 0,5 uM per a les llavors de linies transgeniques i de 1 uM per les de plantes de
tipus silvestre (Figura R.20). D’altra banda, I’inhibicié del creixement de les arrels
despres d’un periode en medi complementat amb ABA va ser mes marcada en les linies
transgeniques que en les plantes de tipus silvestre (Figura R.19). Totes aquestes dades
indiquen que les linies transgeniques tolerant a deshidratacié son més sensibles a ABA
que les plantes de tipus silvestre. També es va determinar [’expressié de diferents gens
de resposta a ABA (4BIl, ABI2, HABI, PP2C, RD29B i OSTI) després de 3h de
tractament amb 1’hormona, es va observar que I’expressido d’aquests gens es veu
incrementada en les linies transgeéniques 35S5::4DC2 en comparacié a les plantes de
tipus silvestre (Figura R.21). Aquests resultats estan d’acord amb els obtinguts en els
estudis de germinacio 1 creixement de les arrels, 1 suporten I’idea de que les plantes que
acumulen Put, per sobreexpressié d’ADC2 son hipersensibles a ABA, aixo0 justificaria,
al menys en part, la seva elevada tolerancia a estres hidric. Cosa que no és d'estranyar si
considerem que tots els mecanismes esmentats en l'apartat 5.3 per explicar la reduccio
en l'obertura estomatica i la tolerancia a deshidratacid, induides per els alts nivells de
Put acumulats en les linies transgeniques 35S::ADC2 (activacié de canals ionics,
produccié de H,O,, produccio de IP3), son també induits per ABA (Kwak i col., 2003).
Considerats conjuntament els resultats d’aquesta part del treball indiquen que, en
Arabidopsis, I’acumulacié d’elevats nivells de Put, per sobreexpressié d’ADC2, dona
lloc a una inhibici6 de la biosintesis de GAs i un increment de la sensibilitat a ABA, que
podrien explicar la tolerancia a deshidratacido observada en aquestes plantes, fet que
suggereix una potencial interaccid entre 1’accié de I’ABA 1 la biosintesis de GAs
(Figura D.1), tot i que fan falta més dades per tal de con¢ixer com podrien produir-se

aquesta interaccio.

132



Discussid

'

putrescina

y

‘ | Sensibilitat ABA

GAs €~ o

L] |

Tancament estomatic

Tolerancia
mad deshidratacié il

Figura D.1. Model simplificat per explicar I’accié de la Put produida via ADC2 en la resposta a

deshidratacié d’Arabidopsis.

5.7 Les proteines ADC1 i ADC2 presenten diferent localitzacié subcel-lular

Els resultats d’aquest treball demostren que ADCI i ADC2 tenen un paper
important en la tolerancia a baixes temperatures, perd només ADC2 esta implicat en la
resposta a deshidratacié d’Arabidopsis. Aixi, tot i que el dos gens codifiquen per a dos
proteines homologues, sembla que tindrien un paper diferent en la resisténcia a la
sequera i un paper semblant en resposta a fred. Aquestes diferencies, podrien venir
donades, almenys en part, per una diferent localitzacié subcel-lular de les proteines. Els
estudis de localitzacid in vivo de les proteines de fusio ADCI-GFP 1 ADC2-CFP,
suggereixen que ADC2 és una proteina cloroplastica, mentre que ADCI1 sembla
localitzar-se en nucli i citoplasma (Figura R.22). La localitzacié en citoplasma i
cloroplasts esta d'acord amb estudis previs, realitzats per fraccionament subcel-lular,
que localitzaven l'activitat ADC de diferents especies vegetals en el citoplasma i, en
menor proporcid, en cloroplasts 1 mitocondris (Slocum 1 Furey, 1991).

Pel que fa a la presencia d'ADC en el nucli, com s'observa en el cas d’ADCI, s'ha
descrit també en teixits no fotosintetics de tabac, i la seva funcid s'ha relacionat amb la
sintesi de d'alcaloides. No obstant aixo, Arabidopsis, a diferéncia de tabac, no sintetitza
alcaloides indolics de tipus nicotina. En animals, les PAs son constituents importants
del nucli (Mach i col., 1982) i regulen la fosforilaci6 de proteines, de manera que tenen

un paper en la transducci6 de senyals (Meksuriyen i col., 1998). En plantes de blat de
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moro, Hirasawa i1 Suzuki (1985) van demostrar la preséncia de PAs en el nucli
associades a la cromatina. Mentre que en plantes de pesol, s'ha descrit que la Spm
estimula l'activitat d'una quinasa nuclear (Datta 1 col., 1987). Per tant, es podria
especular, que la Put sintetitzada al nucli via ADCI, podria tenir una funcid
senyalitzadora.

La preséncia d'ADC en cloroplasts s'ha descrit també en civada (Borrell i col.,
1995) i en tabac (Bortolotti i col., 2004). A més en tabac, de manera similar a
I’observada en Arabidopsis, 'ADC s'ha localitzat també en nucli i citoplasma (Bortolotti
1 col., 2004). En espinacs 1 civada s’ha detectat la preséncia de PAs en membranes
tilacoidals (Legocka i Zajchert, 1999; Kotzabasis 1 col., 1993), associades, en ambdos
casos, al fotosistema II. A més, en Helianthus tuberosus s'ha descrit la preséncia d'una
transglutaminasa plastidica, que catalitza la incorporacié de PAs en proteines estromals
i tilacoidals (Del Duca i col., 1995). D’altra banda, resultats obtinguts amb fulles de
civada, indiquen que el paper protector de les PAs durant la senescéncia induida per
estres osmotic, ¢s deguda al fet que aquests compostos inhibeixen la perdua de
clorofil-les 1 estabilitzen les membranes tilacoidals (Borrell 1 col., 1995; Besford i col.,
1993). L’estabilitzacié de les membranes cloroplastiques per PAs podria ajudar a
entendre D’efecte protector de la Put acumulada per via ADC2. D'altra banda, és
important destacar que la proteina ADC2 s'acumula en gran quantitat en les cel-lules
oclusives dels estomes (Figura R.22), les uniques c¢l-lules de 1'epidermis que contenen
cloroplasts, aixo podria explicar l'efecte exercit per de 'acumulacié de Put produida via
ADC2 en l'obertura estomatica i la tolerancia a deshidratacié descrites en els apartats

anteriors.

5.8 Caracteritzacio funcional de tres gens d’Arabidopsis (AtCuA0I-3) que

codifiquen amino oxidases dependents de coure

Com s'indica a la Introduccio, els nivells de PAs en plantes estan regulats per la
biosintesi 1 per la degradacid, portada a terme per les amino oxidases (AOS). Per tant,
una altra estratégia per incrementar els nivells de Put podria ser inhibir les amino
oxidases dependents de coure (CuAOs) que degraden la diamina. En Arabidopsis hi ha

10 proteines anotades com putatives CuAQOs, perd només una (ATAOI1) ha estat
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caracteritzada (Meller 1 McPherson, 1998), en aquest treball hem caracteritzat
funcionalment 3 d’aquestes CuAOs.

Durant molt de temps s’ha considerat que, en plantes, la degradacié de les PAs
tenia lloc a I’espai intercel-lular, ja que les activitats PAO 1 CuAO s’han detectat
majoritariament a la fraccid cel-lular obtinguda de la paret (Slocum 1 Furey, 1991).
Tanmateix, cap de les cinc isoformes de PAO caracteritzades en A. thaliana s’ha trobat
en aquest espai. Mentre que per a dos d’elles, AtPAO1 i AtPAQOS, s’ha predit una
localitzacié citoplasmatica (Fincato i col., 2010), les altres tres (AtPAO2, AtPAO3,
AtPAO4) s’han localitzat en els peroxisomes (Fincato i1 col., 2011; Moschou 1 col.,
2008; Kamada-Nobusada 1 col., 2008). D’altra banda totes les AtPAOs caracteritzades
porten a terme 1’oxidacié les PAs a través de la retroconversio, i no poden catabolitzar
les PAs per oxidacié terminal (Fincato i col., 2010). Per tan, sembla interessant saber si
hi ha alguna AO que dugui a terme aquest tipus d’oxidacié terminal en els peroxisomes
d’Arabidopsis 1 congixer com es du a terme 1’oxidacio de les PAs en I’apoplast
d’aquesta planta model. En aquest treball hem caracteritzat tres dels deu gens que
codifiquen putatives CuAOs en Arabidopsis (AT1G62810, AT1G31710 1 AT2G42490),
als que hem anomenat A/CudO1, AtCuAO2 i AtCuAO3. Tal com es pot observar en la
Figura R.27, les proteines de fusié purificades AtCuAO1-MYC9-His6, AtCuAO2-
MYC9-His6 1 AtCuAO3-MYC9-His6 poden oxidar la Put i la Spd in vitro, amb el
corresponent alliberament de H,O,. Tot i que la Put ha estat descrita com el millor
substrat per a les CuAOs, també s’ha descrit I’oxidacié de la Spd per aquests enzims,
tant en animals (Seiler, 2004) com en plantes (Pietrangeli i col., 2007). En tots els casos,
I’oxidacié d’ambdues poliamines es va inhibir per tractament amb aminoguanidina, un
inhibidor competitiu d’AOs que interacciona amb el cofactor TPQ especific de les
CuAOs, 1 amb 8-hidroxiquinolina, un agent complexant de coure (Figura R.27). Per
tant, podem concloure que AtCuAdOI, AtCuAO2 1 AtCuaO3 codifiquen proteines
funcionals amb activitat amino oxidasa dependent de coure, que son capaces d’oxidar la

Put 1 la Spd pero no la Spm.
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5.9 AtCuAQO2 i AtCuAO3 es localitzen als peroxisomes on podrien cooperar amb

les PAOs en el catabolisme de les PAs,.

Dos de les tres CuAOs d’Arabodopsis descrites en 1’apartat anterior, AtCuAO2 i
AtCuAO3, es localitzen els peroxisomes (Figura R.30). La proteina producte
d’AT2G42490 (AtCuAO3), ja havia estat descrita com a una proteina peroxisomal en
estudis de protedmica (Reumann i col., 2009; Eubel i col., 2008). Aixd no €s sorprenent,
ja que aquesta proteina conte, al seu extrem C-terminal, la seqiiencia SKL descrita com
una senyal de direccionament a peroxisomes. Normalment, les proteines que
s’acumulen en peroxisomes, contenen en la seva seqiiéncia d’aminoacids una senyal de
direccionament a aquest compartiment subcel-lular, que pot ser de tipus 1 (PST1) o del
tipus 2 (PTS2). PTS1 és una seqiiencia tripeptidica SKL, o una variant d’aquesta,
localitzada al final de I’extrem C-terminal de la majoria de proteines de la matriu
peroxisomal; mentre que PTS2 és una seqiiencia nonapeptidica amb un prototip
RLx5HL, que es troba a I’extrem N-terminal de les proteines o a prop seu (Reumann 1
col., 2009). AtCuAO2 no conte cap de les seqiiencies senyal de direccionament a
peroxisomes descrites, i els programes informatics tampoc prediuen una possible
localitzacid peroxisomal per aquesta proteina. Tanmateix, el patré de localitzacio
subcel lular de la proteina de fusio AtCuAO2-YFP in vivo és molt semblant al observat
per a YFP-AtCuAQ3, i la fluorescencia observada per AtCuAO2-YFP colocalitza amb
I’observada per el marcador de peroxisomes CFP-SKL (Figura R.30. H i L), el que
suggereix que AtCuAQO2 és una proteina peroxisomal. Cal tenir en compte que els
programes informatics per fer prediccions de localitzaci6 subcel-lular de proteines tenen
limitacions 1 no permeten identificar com a peroxisomals les proteines de la membrana
d’aquests organuls o les que van a la matriu per mecanismes “piggy-backing” i que, per
tan, no tenen les senyals PST1 o PST2. També cal remarcar que la prediccioé de la
localitzacié d’algunes proteines peroxisomals és incorrecta per un coneixement
insuficient de les variants de les PSTs. De fet, hi ha diverses proteines que no tenen PTS
que es localitzen als peroxisomes (Reumann 1 col., 2009).

Tot 1 que AtCuAO3 ja havia estat descrita com una proteina peroxisomal, no hi ha
dades experimentals sobre la seva funcid. Els resultats d’aquest treball mostren que
aquesta proteina, com I’AtCuAQO?2, és una amino oxidasa funcional depenent de coure,

que oxida Put 1 Spd perd no Spm (Figura R.27). Aquest fet es especialment rellevant, ja
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que, com s’ha dit anteriorment, cap de les tres AtPAOs localitzades en peroxisomes ¢€s
capa¢ d’oxidar les PAs a través del catabolisme terminal (Fincato 1 col., 2010).
AtPAO2 i AtPAO3 converteixen Spm a Spd i aquesta a Put, mentre que AtPAO4
retroconverteix Spm a Spd sense convertir aquesta a Put (Takahashi 1 Kakehi, 2010).
Per tant, I’oxidaci6 terminal de les PAs en els peroxisomes esta mediada exclusivament
per CuAOs, concretament AtCuAO2 i1 AtCuAO3, que d’aquesta manera evitaran
I’acumulacié de Put, la qual s’ha descrit que te un efecte inhibidor sobre el procés de
retroconversid (Moschou i col., 2008).

Les AOs de plantes estan implicades en diferents processos fisiologics a través dels
seus productes de reaccié com som el H,O, o 1’acid y-aminobutiric (GABA) (Cona 1
col., 2006). El H,O, és un producte comu en totes les reaccions del catabolismes de
PAs, que es produeix a I’apoplast i en compartiments intracel-lulars, i te un paper clau
en el desenvolupament vegetal i en la defensa (Yesbergenova i col., 2005; Apel i Hirt,
2004; Mittler, 2002). El GABA es forma a partir del 4-aminobutanal, produit per
I’oxidacio de la Put i de la Spd mediada, respectivament, per CuAOs o PAOs que duen
a terme 1’oxidacié terminal. El 4-aminobutanal cicle espontaniament a A'-pirrolina, que
posteriorment pot ser metabolitzada a GABA per 1’acci6 d’una aldehid deshidrogenasa
(ADH) (Sebela i col., 2000). Cap de les PAOs d’ Arabidopsis descrites fins al moment
catalitza 1’oxidaci6 terminal de la Spd, per tan, per aquesta ruta metabolica, el GABA
només es podria formar a partir de I’oxidacié de la Put mediada per CuAOs. Aquest
procés es podria dur a terme en els peroxisomes, on AtCuAO2 i AtCUAO3 poden
oxidar la Put, i la formacié del GABA pot ser catalitzada per una betaina-ADH (BADH)
localitzada en aquest organul (ALDH10A9) (Missihoun i col., 2011; Reumann i col.,
2009) que te activitat tan betaina com amino-aldehid deshidrogenasa, 1 pot oxidar 4-
aminobutanal (Missihoun 1 col., 2011) (Figura D.2). El GABA, que tamb¢ es sintetitza
al citosol per acci6 de I’enzim glutamat descarboxilasa (Bouché i col., 2004), es
produeix rapidament i en gran quantitat en resposta a estrés biotic i1 abidtic, 1 s’ha
associat a diferents processos fisiologics, incloent la dissuasio davant dels insectes,
proteccié contra 1’estrés oxidatiu i senyalitzacid. Per exemple, en la soja, el GABA
produit pel catabolisme mediat per les CuAOs s’ha relacionat amb la proteccid de les

plantes davant 1’estres sali (Xing i col., 2007).

137



Discussid

En conjunt, aquests resultats suggereixen que, en els peroxisomes, es dona una
cooperacio entre les dos rutes cataboliques de PAs (PAOs i CuAOs) que permet
mantenir la seva homeostasi. La idea de la cooperacid entre aquestes dos vies
metaboliques ja s’havia descrit anteriorment en 1’apoplast de tabac (Tisi i col., 2011,
2008; Paschalidis 1 Roubelakis-Angelakis, 2005) pero, aquesta €s la primera vegada que

es descriu en un organul intracel- lular.

5.10 En DPapoplast d’Arabidopsis D’oxidacié6 de les PAs es porta a terme
principalment per CuAQOs

L’analisi de [Destructura primaria d’AtCuAOl, prediu una localitzacid
extracel-lular, que s’ha confirmat experimentalment in vivo amb la proteina de fusid
AtCuAO1-YFP (Figura R.30.A). La proteina de fusio AtCuAO-MYC9-HIS6 sembla ser
igual d’activa amb Put que amb Spd com a substrat (Figura R.27). ATAOI1, I’nica
isoforma d’AtCuAOQO caracteritzada fins al moment, també s’ha proposat com a proteina
extracel-lular que oxida preferentment Put, perd també reconeix Spd com a substrat
(Mgller i McPherson, 1998).

A D’apoplast de blat de moro i arros s’ha descrit la presencia de PAOs que catalitzen
I’oxidacio terminal de les PAs (Ono 1 col., 2012; Cervelli i col., 2000). Pero, com s’ha
indicat préviament, ninguna de les isoformes de PAO caracteritzades en Arabidopsis es
localitza a I’espai extracel-lular. Per tant, la presencia de CuAOs funcionals a 1’apoplast
d’Arabidopsis suggereix que, en la paret cel-lular d’aquesta planta, 1’oxidacié de les
PAs es du a terme principalment (o exclusivament) per aquest tipus d’enzims, tot 1 que

no es pot descartar completament la implicacid d’altres AOs.

5.11 Possible especialitzacio cel-lular d’AtCuAO1, AtCuAO2 i AtCuAQO3

Les dos CuAOs peroxisomals mostres diferent preferéncia pel que fa al substrat.
Mentre que AtCuAO3 mostra major activitat amb Put que amb Spd com a substrat,
AtCuAO2 no presenta diferencies (Figura R.27). El patr6 d’expressio dels dos gens que
codifiquen aquestes proteines, al llarg del desenvolupament (Figura R.28) 1 en resposta
a diferents estimuls externs (Figura R.29), es també diferent, el que suggereix que les

dos AtCuAOs peroxisomals poden tenir funcions diferents. L’expressio d’A7CudA0O3 en
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plantules augmenta des de els 4 dies d’edat fins als 28, perd aquest increment no
s’observa en el cas d’4tCud02 (Figura R.28), el que porta a pensar que ArCuAO3
podria tenir més importancia en el desenvolupament que AtCuAQO2. Per altra banda,
I’expressio d’AtCuAO3 augmenta en resposta al tractament amb ABA, Mela, SA i
flagel-lina, mentre que la d’ArCuA0O2 s’indueix marcadament per ferida i tractament
amb Mela (Figura R.29), per tan aquests enzims podrien tenir rellevancia en la resposta
de defensa de la planta enfront situacions estres, essent AtCuAO2 més especificament
involucrada en la resposta a 1’estrés mecanic 1 a 1’atac per herbivors. El paper de les
CuAOs en la resposta a ferides ja ha estat descrita en diverses especies vegetals. Aixi,
en plantules de cigré I’expressié de CuAdO es veu fortament induida per ferida i acid
jasmonic (Rea 1 col., 2002). Mentre que, en plantules de cacauet, les ferides comporten
un augment en els nivells d’activitat de CuAO, ADH 1 peroxidasa, aixi com en els
nivells de Put, Spd i GABA (Petrivalsky i col., 2007). En tabac, tan PAO com CuAO
s’ha descrit que participen en el procés de cicatritzacié de ferides (Tisi i col., 2008;
Yodai col., 2006).

Cal remarcar que, en plantes adultes, el patrd d’expressio d’4tCudO3 (Figura R.28)
¢s semblant al descrit per AtPAO3, un gen que codifica una de les tres AtPAOs
peroxisomals (Takahashi i col., 2010). La major expressié d’aquest dos gens s’ha
detectat en flors, 1 es induida per MeJa, SA, flagel-lina i ABA (Moschou i col., 2008).
La induccié per ABA s’ha vist també en els altres dos gens que codifiquen AtPAOs
peroxisomals (4tPAO2 1 AtPAO4) (Moschou i col., 2008). Totes aquestes dades donen
suport a la idea d’una cooperacio entre les dos vies metaboliques de les PAs (PAO i
CuAOQ) en els peroxisomes d’Arabidopsis, 1 suggereixen una rellevancia del catabolisme
de les PAs en aquest organul en la defensa de la planta i en la resposta a diferents tipus
d’estres.

Pel que fa a la AtCuAO apoplastica, en plantes adultes, es troba expressid
d’AtCuAO]I en tots els organs examinats (Figura R.28), mentre que en plantules es va
veure un increment des dels 4 dies fins als 28 (Figura R.28), el que suggereix que
aquest gen podria tenir un paper en el desenvolupament de la planta. D’altra banda,
I’expressio d’AtCuAO]I es va veure augmentada en resposta a ABA, MeJA, flagel-lina
22 i SA (Figura R.29), el que indicaria que AtCuAOl, igual que les CuAOs

peroxisomals, podria tenir una funcié en la resposta de defensa a 1’estrés. La induccid
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d’aquest gen per ABA havia estat descrita per Wimalasekera i col. (2011). Aquests
autors van observar que, els mutants cuaol, tenien un fenotip de hiposensibilitat a ABA
i una disminuci6é en la produccié de H,O, i NO induida per ABA. A més aquests
mutants son també hiposensibles a estrés osmotic, el que dona suport a la idea de que
AtCuAOl participa en la resposta de les plantes I'estrés abiotic. L’augment de
I’activitat CuAO després del tractament amb ABA tamb¢ s’ha observat en fulles de fava
1 arrels d’arros (An i col., 2008; Lin i Kao, 2001). En el cas de fava, I’increment de
I’activitat CuAO induia un augment de la produccié de H,O,, que es traduia en major
tancament estomatic (An i col., 2008), una resposta de defensa molt comuna enfront de
la majoria de tipus d’estres. Amb tot aixo0, els resultats del present treball suggereixen
una implicaci6 d’AtCuAO]1 en la resposta de les plantes a l’estres, tot i que sén
necessaris més estudis per saber quin €s el seu paper en aquest procés.

Es important assenyalar que 1’expressié d’A7CuAQO1 va ser fortament induida per
SA, mentre que la d’4AtCuAO2 va augmentar notablement en resposta a MeJa (Figura
R.29). L’acid salicilic i 1'acid jasmonic indueixen resisténcia enfront patogens biotrofics
1 necrotrofics, respectivament (Thaler et al. 2012). Per tant la diferent resposta
d’AtCuAdO1 1 AtCuAO2 a aquests compostos, juntament amb la diferent localitzaci6 de
les proteines corresponents (Figura R.30), podria suggerir una evolucio divergent dels
membres de la familia CuAO que condueixen a una especificitat en la resposta davant
de patogens biotrofics 1 necrotrofics. De fet, a ’apoplast de fulla de tabac, s'ha descrit
que I’oxidacié de PAs pot tenir un efecte beneficios en la defensa contra patogens
biotrofics, mentre que el contrari es va observar per als patdogens necrotrofics (Marina et

al. 2008).

5.12 Integracio de les dos rutes cataboliques de PAs en Arabidopsis

Considerats conjuntament, els resultats generats en aquest treball, donen suport a la
hipotesis de que en Arabidopsis, el catabolisme de les PAs es du a terme en diferents
compartiments cel-lulars a través de diferents AOs que, considerant les dades
disponibles fins al moment, podria ser tal com s’indica en la Figura D.2. Aixi, en
I’apoplast, s’oxidarien els grups amino primaris de la Put i la Spd a través d’un procés
terminal irreversible dut a terme per CuAOs (ATAOI1, CuAOl). En peroxisomes,

aquesta oxidacio la portarien a terme AtCuAO2 i AtCuAO3, perd en aquest organuls
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també es podrien oxidar els grups amino secundaris de les PAs a través de la via de
retroconversio mediada per PAOs (AtPAO2, AtPAO3, i AtPAO4). La via de la
retroconversié també es podria donar en el citoplasma via AtPAO]1 i, probablement,
AtPAOS (Fincato i col., 2011). Algunes de les altres sis putatives AtCuAQOs apareixen
anotades com citoplasmatiques en la base de dades The Arabidopsis Information
Resource (TAIR), perd no hi ha dades experimentals que facin referéncia a la seva
funcid ni a la seva localitzacio intracel-lular. Per aixo no es pot descartar una degradacid
de les PAs al citosol a través d’alguna de les isoformes de CuAO d’Arabidopsis. La
redundancia d’AOs observada en aquesta planta suggeriria la necessitat de produir H,O,
en compartiments especifics durant les diferents fases del desenvolupament i la
diferenciacio, aixi com quant s’activen els diferents mecanismes de defensa de la planta,
tal com ja van esmentar Angelini i col (2008).

Aquest treball representa un punt de partida per a futurs estudis sobre la funcid
fisiologica i la possible cooperacid de les AOs (PAOs i CuAOs) en els diferents

compartiments cel-lulars de la planta.

Retroconversid Catabolisme terminal
| A
[ ) [
AtCuAO1, AtAO1 . .
Spd u/ ~ 2 Aminoaldehid
Apoplast H,0+0, H,0,
AtCuAO1, AtAO1 .
Put u/\ > 4-Aminobutanal
H,0+0, H,0,
Spm
Citosol H,0+02
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Figura D.2. Representacié esquematica de les possibles vies catabdliques de les PAs en

Arabidopsis. A la paret de la cél-lula, Put i Spd podrien ser desaminades per oxidatici6 a través de

CuAOs (ATAO1 i AtCuAO1) per produir els corresponents aminoaldehids, amb la consegiient
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produccié de H202 i NH3-. En els peroxisomes, Spm i Spd sén substrats de PAO (PAO2-4) que
catalitzen la retroconversio sequencial de Spm a Spd i de Spd a Put, s’ha descrit que aquestes
reaccions poden ser inhibides, per un mecanisme retroactiu, per el seu producte final de reaccio, la
Put. Les CuAOs (AtCuAO2 and AtCuAQO3) poden catalitzar ’oxidacié terminal de Put i Spd,
donanat lloc, entre d’altres porductes, a H202. El producte de ’oxidacié de la Put, el 4-
aminobutanal, pot ser substracte per la BADH (ALDH10A9) peroxisomal, la qual pot catalitzar la
seva conversio a GABA. En el cytosol, les PAOS (AtPAO1 i AtPAOS) oxiden Spm i Spd per la via
de la retroconversico. Algunes AtCuAOs, anotades com a citosoliques en el TAIR, podrien dur a

terma el catabolisme terminal de les PA en aquest compartiment cel-lular.
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1))

2)

3)

4)

S)

6)

Les plantes sobreexpressores d’ADCI o d’ADC2, sén més tolerants a
temperatures de congelacido que les plantes control, essent més marcat aquest
efecte en plantes que han estat aclimatades, fet que demostra que la Put té un

paper important en el procés d’aclimatacio de les plantes a fred.

L’augment en la produccid de putrescina endogena per sobreexpressié d’ADC1
o ADC2 es mostra com una alternativa per [’obtencidé d'especies vegetals

tolerants a fred i glacades.

Els resultats obtinguts amb linies transgeniques d'Arabidopsis que
sobreexpressen el gen homoleg ADCI (355::ADCI) demostren que la
acumulacid de Put mediada per aquesta isoforma d’ADC no indueix tolerancia a

deshidratacio.

Els resultats obtinguts amb linies transgéniques d'Arabidopsis que expressen
constitutivament el gen homoleg ADC2 (35S::ADC2) ens permeten concloure
que la putrescina produida per aquesta isoforma de I’enzim té un efecte protector
intrinsec en situacions d’estrés hidric, encara que per aixo s'han d'assolir uns

nivells minims de la diamina.

La tolerancia a deshidratacio de les plantes transgéniques sobreexpresores
d’ADC2 podria explicar-se en part pels baixos nivells de GAs bioactives

detectats en aquestes plantes.

L'acumulacié d'elevats nivells de Put per sobreexpressio d’ADC2 indueix un
increment de la sensibilitat a ABA 1 una disminucié de l'obertura estomatica,
aixo es tradueix en una menor pérdua d'aigua per transpiracid, que explicaria la
tolerancia a deshidratacio observada en les linies transgeniques 35S::4ADC2

sobreproductores de la diamina.
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7)

8)

9

La proteina ADCI1 es localitza al nucli, mentre que ADC2 es troba en
cloroplasts, aix0 podria explicar la diferent resposta a deshidratacio observada

en les plantes transgeéniques sobreexpressores d’ADCI 0 ADC2.

Els gens d’Arabidopsis AT1G62810, ATIG31710 1 AT2G42490, que hem
anomenat AtCuAdO1, AtCuAO2 1 AtCuAO3, codifiquen enzims funcionals amb
activitat amino oxidasa dependent de coure capacos d’oxidar Put i Spd, perd no

Spm.

Els gens AtCuAO1, AtCuAO2 1 AtCuAO3 tenen un patrd d’expressio diferent en
resposta a diversos tractaments relacionats amb l'estres (ferida, aplicacio
exogena de flagel-lina, ACC, MeJA, SA o ABA), fet que suggeriria que aquests
gens poden tenir funcions diferents en la resposta de les plantes a estres biotic

1/0 abiotic.

10) A I’apoplast d'Arabidopsis, el catabolisme de PAs es porta a terme per CuAOs

que catalitzen 1'oxidacio terminal, entre les que es troba AtCuAO1 caracteritzada

en aquest treball.

11) AtCuAO2 i AtCuAO3 es localitzen en peroxisomes, aix0 indica que en aquests

organuls es dona una cooperacido de les dues rutes cataboliques de PAs, la
retroconversié mediada per PAOs 1 l'oxidacid terminal catalitzada per CuAOs,

aix0 permet regular 'homeostasi de PAs.
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