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DISCUSSIÓ

El clon PHOR1 (per Photoperiod responsive 1) es va aïllar en un crivellatge diferencial

per RT-PCR differential display entre fulles de plantes salvatge de patatera S. demissum

crescudes sota condicions inductores (SD) i no inductores (SD+NB) de la tuberització.

Les patateres S. demissum i moltes de les varietats de S. tuberosum ssp. andigena són

estrictament fotoperiòdiques per a la tuberització, i tuberitzen exclusivament en

condicions de SD. Les condicions de fotoperíode són percebudes per les fulles les quals,

en condicions favorables, sintetitzen un estímul inductor de la tuberització que es

transportat als estolons per a induir la formació de tubèrculs. Els missatgers expressats a

nivells més elevats en les fulles de les plantes crescudes en SD estarien per tant

implicats en la síntesi d’aquest estímul inductor, o en els canvis que ocorren en les

fulles per tal d’ajustar l’eficiència de fotosíntesi a l’increment en la demanda de

fotoassimilats que representen els tubèrculs en formació. El clon PHOR1. corresponia a

un transcrit de 1.5 Kb amb una expressió més abundant a les fulles de les plantes

crescudes en condicions inductores per a la tuberització (SD) que a les crescudes en

condicions no inductores de LD. Mitjançant el crivellatge d’una llibreria de cDNA de S.

demissum s’aïllà un cDNA complert amb un insert de 1492 pb, el qual inclou una pauta

oberta de lectura de 1260 pb (el número d’accés d’aquesta seqüència és AJ306423).

Aquest cDNA conté un triplet de parada 9 nucleòtids en front de l’ATG, el que és

indicatiu de que correspon a un còpia sencera del mRNA. L’anàlisi Southern, demostrà

que aquest gen és present en un baix número de còpies (un màxim de 3 gens) als

genomes de S. demissum i S. tuberosum ssp. andigena. D’altre banda, l’anàlisi northern

va mostrar que el gen és actiu a tots el teixits de la planta. A les plantes no induïdes per

a la tuberització (LD) els nivells de transcrit són relativament baixos a fulles i tiges,
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moderats a estolons i elevats a les arrels. També es detecten nivells moderats de

transcrit als tubèrculs, flors i fruits madurs. Els nivells de mRNA són superiors a tots el

teixits de les plantes crescudes en condicions inductores per a la tuberització (SD)

excepte a les arrels. També es va observar que els nivells d’expressió d’aquest transcrit

mostrava una forta dependència de la llum. Els nivells d’expressió a fulles, tiges i en

menor grau a estolons variaven al llarg del dia, els nivells de PHOR1 mRNA essent alts

a primera hora del dia (un hora després d’encendre les llums) i disminuint tot seguit,

fins arribar a ser indetectables al final del període de llum. L’anàlisi dels nivells de

mRNA, mitjançant una cinètica d’expressió al llarg de 24 hores, en fulles de plantes

crescudes en condicions de SD i SD+NB, va mostrar un pic d’acumulació del RNA

missatger a l’inici del període de llum, immediatament després d’encendre les llums,

tant en condicions de SD com de SD+NB. En condicions de SD s’observà també un

segon pic d’expressió just a l’inici del període fosc, després d’apagar les llums, el qual

no es detecta a les plantes crescudes en condicions de SD+NB, tot i que aquestes sí

mostren un petit pic de mRNA després del NB. Aquest resultat demostra que

l’expressió de PHOR1 presenta un ritme diürn, amb oscil·lacions característiques

depenent de que les plantes s’hagin crescut en condicions de SD o SD+NB, sent per tant

fortament depenent del fotoperíode.

Les plantes transgèniques portadores d’una construcció antisentit del cDNA PHOR1 (α-

PHOR1) amb nivells reduïts d’expressió d’aquest transcrit (presenten en LD un fenotip

semi-nan degut a una reducció en la llargària dels entrenusos a la part apical de la tija.

Aquest fenotip és semblant al de les plantes transgèniques amb nivells reduïts

d’expressió del transcrit StGA20ox1 que codifica l’enzim GA 20-oxidasa (Carrera et al.,

2000). En efecte, igual que s’ha observat per les plantes antisentit per l’enzim GA 20-

oxidasa, en condicions inductores de la tuberització (SD) les plantes PHOR1 formen

tubèrculs abans que les plantes salvatges, tuberitzant ja als 15 dies, mentre que les

salvatges requereixen 21 dies per a induir la tuberització. Alhora, el número de

tubèrculs és major a les plantes -PHOR1, el que estaria d’acord amb que aquestes

plantes presenten un bloqueig en la síntesi o en la resposta a les hormones GAs. Dades

preliminars apuntaven en aquesta direcció ja que s’observà que el fenotip semi-nan de

les plantes -PHOR1 revertia quan eren tractades amb concentracions saturants de GA3.

D’altre banda, hi ha forces dades experimentals que posen en evidència la implicació de

les GAs en el procés d’allargament de la tija i de formació de tubèrculs a patatera. Apart
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de les dades derivades de les plantes transgèniques portadores de la construcció

antisentit pel gen GA 20-oxidasa (Carrera et al., 1999), s’ha descrit un mutant

biosintètic a patatera, anomenat ga1, el qual presenta un bloqueig en el pas de 13-

hidroxilació que catalitza la conversió de GA12 en GA53 (Bamberg i Hanneman, 1991).

Les plantes mutants ga1 són totalment nanes i poden formar tubèrculs en condicions no

inductores de LD, encara que en aquestes condicions necessiten molt de temps per a

tuberitzar. Aquest fet semblaria indicar que existeix una relació entre el control

fotoperiòdic de la tuberització i les GAs, ambdues vies de transducció del senyal tenint

algun punt de convergència. En efecte, els resultats obtinguts amb les plantes S.

tuberosum ssp. andigena transgèniques portadores de la construcció antisentit pel gen

phyB, amb nivells reduïts d’acumulació d’aquest fotoreceptor així ho confirmen.

Aquestes plantes tuberitzen sota qualsevol condició fotoperiòdica, i presenten un fenotip

allargat com si haguessin estat tractades amb GAs, alhora que presenten nivells elevats

d’expressió del transcrit StGA20ox1 (Jackson et al., 2000). Per tant, aquests resultats

suggeririen que PHYB mediaria el control fotoperiòdic de la tuberització, a través de la

inducció de canvis bé en la biosíntesi, en el metabolisme i/o en la sensibilitat a GAs

(Kamiya i García-Martínez. 1999).

Malgrat que totes aquestes evidències semblarien recolzar la hipòtesi que el fenotip

semi-nan de les plantes -PHOR1 és originat per un bloqueig en algun pas de la ruta de

biosíntesi de GAs, altres aspectes serien més aviat indicatius d’un paper de la proteïna

PHOR1 com a intermediari en la resposta a aquestes hormones. Per exemple, les plantes

-PHOR1 mostren un fenotip semi-nan en condicions de LD, però reverteixen a un

fenotip normal quan són traslladades a condicions fotoperiòdiques de SD (inductores

per a la tuberització). Aquest fenotip és difícil d’explicar en termes d’una activitat

biosintètica, a no ser que assumim que existeix un segona còpia gènica la qual s’activa

únicament en condicions de SD.

1.1  PHOR1 no presenta similitud amb cap dels enzims biosintètics de GAs

coneguts.
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Recentment, s’ha clonat nombrosos gens corresponents als enzims implicats en la ruta

de biosíntesis de les GAs. S’han caracteritzat els enzims implicats en la majoria dels

passos de síntesis, restant només per aïllar els gens que codifiquen per a les

monoxigenases responsables de la conversió de l’ent-kaurenoic a ent-7α-

hidroxikaurenoic i la conversió d’aquest a GA12-adehid. La comparació de seqüències

aminoacídiques dels enzims biosintètics de diferents espècies vegetals ha mostrat

l’elevada similitud que existeix entre ells, el que ha permès d’identificar una sèrie de

dominis o residus característics conservats per exemple entre totes les dioxigenases de

la ruta de biosíntesi de les GAs (De Carolis i De Luca, 1994; Xu et al., 1995; Wu et al.,

1996; García-Martínez et al., 1997; Heden i Phillips, 2000). La comparació de la

seqüència aminoacídica deduïda a partir del clon PHOR1 amb les seqüències

aminoacídiques dels enzims biosintètics coneguts, va mostrar que PHOR1 no

presentava cap similitud o domini conservat en comú amb aquests enzims, ni cap

domini característic que fes pensar que podria correspondre a una monoxigenasa de

tipus P-450 implicada en els passos de conversió de l’ent-kaurenoic a GA12 aldehid. Per

tant, semblaria que PHOR1 no correspon a un enzim biosintètic de les GAs, tot i que el

fenotip de les plantes transgèniques, i el fet que aquest fenotip pot revertir-se per

aplicació exògena de GA3 així ho suggerien.

1.2. Les plantes trangèniques -PHOR1 presenten una sensibilitat reduïda a les

GAs.

Tal i com hem vist a la introducció, els mutants de GAs es divideixen en tres grups

coneguts com a mutants biosintètics, mutants allargats i mutants insensibles.

Els mutants biosintètics o deficients en GAs, on s’inclou el mutant nan de patata ga1, es

caracteritzen per presentar mutacions que afecten algun dels gens que codifiquen pels

enzims de la ruta de síntesi. Aquests mutants presenten nivells reduïts de GA1 (producte

final de la via), i els efectes de la mutació com per exemple la reducció en la llargària

dels entrenusos, són revertits totalment per l’aplicació exògena de GAs. L’expressió

dels gens biosintètics GA 20-oxidasa i GA 3β-hidroxilasa, regulats per retroalimentació
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negativa, es veu incrementada en aquests mutants, perquè els nivells de GA1 són

menors. L’aplicació exògena de GAs, d’altre banda, redueix l’expressió d’aquests gens.

Els mutants allargats estan causats per mutacions recessives i es caracteritzen per

mostrar un fenotip allargat, al mateix temps que presenten una reducció en els nivells

endògens de GAs. Aquests mutants alhora són insensibles a l’aplicació de GAs

exògenes i resistents a l’aplicació d’inhibidors dels enzims biosintètics, comportant-se

per tant com si estiguessin sobresaturats en aquestes hormones. S’ha vist que aquests

mutants estan afectats en algun dels passos de la via de transducció del senyal de les

GAs. El fet que algunes d’aquestes mutacions reverteixen el fenotip causat pels mutants

biosintètics confirmaria aquesta observació, actuant els seus productes gènics com a

reguladors negatius de la ruta de senyalització de les GAs.

Els mutants insensibles són mutants fenotípicament idèntics als mutants biosintètics i

presenten també nivells elevats dels transcrits corresponents als enzims GA 20-oxidasa i

GA 3β−hidroxilasa. A diferència dels mutants biosintètics el fenotip d’aquest mutants

no és revertit per l’aplicació exògena de GAs i tampoc ho són els nivells elevats

d’expressió dels missatgers corresponents als enzims GA 20-oxidasa i GA 3β-

hidroxilasa. Aquests mutants presenten nivells alts de GAs endògenes, degut a que

presenten nivells incrementats d’expressió dels enzims biosintètics. Aquestes mutacions

afecten o bé la percepció per la cèl.lula o la sensibilitat a les GAs, o algun pas en la via

de transducció del senyal de les GAs. S’ha vist que molts dels productes gènics afectats

per aquestes mutacions actuen com a reguladors negatius de la via de senyalització de

les GAs.

• Les línies -PHOR1 requereixen concentracions més elevades de GAs que

les plantes silvestres per a induir el creixement de la tija.
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La caracterització de mutants afectats en la síntesi o resposta a les GAs ha demostrat el

paper rellevant d’aquestes hormones en molts dels processos de creixement i

desenvolupament de les plantes superiors, controlant entre d’altres l’allargament de la

tija, l’expansió de les fulles, la germinació de les llavors i la floració. Estudis en que

s’ha analitzat la resposta induïda per aplicació de GA3 o dels diferents intermediaris de

síntesi han estat crucials per a l’identificació dels mutants biosintètics, i la

caracterització del pas de síntesi afectat. Recentment, la caracterització de nous mutants

afectats en la resposta a GAs ha posat en evidència que molts d’ells presenten una

resposta parcial o nula a l’aplicació exògena de GAs. Aquests mutants estan

potencialment afectats en algun pas de la via de percepció o transducció del senyal de

GAs i per tant mostren una alteració en la resposta específica a aquestes hormones

(Ross et al., 1997). Els estudis dosis-resposta basats en l’estudi del creixement de la

planta induït en resposta a l’aplicació de concentracions creixents de la hormona, han

mostrat constituir un excel·lent criteri per a diferenciar entre mutants biosintètics, i

mutants afectats en la sensibilitat, senyalització o resposta a GAs. Així, corbes dosi-

resposta dutes a terme amb els mutants nans de civada on es mesurà el màxim

d’allargament de les fulles induïdes per diferents concentracions de GAs, va permetre

classificar aquests mutants en tres classes (Chandler i Robertson, 1999). La primera

classe respon a concentracions de GAs entre 10-8-10-6 M, igual que les plantes salvatges.

En aquesta classe s’inclou el mutant grd (per GA responsive dwarf) que correspon a un

mutant biosintètic bloquejat als passos inicials de la via (Grosslindermann et al., 1992).

La segona classe precisa de concentracions 100 cops més elevades de GAs (10-6-10-3 M)

que les plantes salvatges per a donar la mateixa resposta. Aquí s’inclou el mutant gse

(per GA sensitivity), el qual és defectiu en un component de la via de senyalització de

les GAs. L’última classe, on s’inclou el mutant elo (elongation), que no respon a cap

concentració de GAs. Aquesta classe inclou mutants defectius en algun procés específic

requerit per l’allargament de les fulles.

Tenint en consideració aquests resultats, es va decidir tornar a avaluar la resposta de les

plantes -PHOR1 al tractament amb GAs, però utilitzant diferents concentracions de la

hormona. Els resultats obtinguts d’aquests experiments dosi-resposta, demostren que les

plantes -PHOR1 presenten una resposta o sensibilitat reduïda a les GAs. Aquestes

plantes presenten una llargària dels entrenusos de 3-4 cm front dels 6 cm que s’observen
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a les plantes salvatges. L’aplicació de GA3 indueix un increment gradual en la llargària

dels entrenusos, més gran a mida que les concentracions de GAs són majors. No

obstant, la concentració de GAs requerida per a induir un allargament de la tija en les

plantes -PHOR1 és dos ordres de magnitud major que la requerida per a produir la

mateixa resposta a les plantes salvatges. En efecte, mentre que concentracions de 10-7-

10-4 M GA3 són suficients per a induir un allargament de la tija en les plantes salvatges,

en les plantes -PHOR1 es requereixen concentracions entre 10-5-10-4 M per a induir un

creixement visible de la tija. Aquests resultats confirmarien que PHOR1 no és un enzim

implicat en la ruta de biosíntesi de les GAs, doncs en aquest cas les plantes -PHOR1

haurien de respondre a les mateixes concentracions de GAs que les plantes salvatges, i

ho fan a concentracions 100 cops més elevades. D’altre banda, PHOR1 tampoc

correspondria a una proteïna amb una funció específica en l’allargament de la tija, doncs

les plantes transgèniques responen parcialment a l’aplicació de GAs i estan també

afectades en altres processos de desenvolupament diferents de l’allargament de la tija

(temps de tuberització, llargària i contingut en clorofil·la de les fulles, etc.). Aquests

resultats mostren que les plantes -PHOR1 presenten una sensibilitat reduïda a les GAs,

molt semblant a la del mutant gse de civada, el que indicaria que PHOR1 és un possible

component de la via de transducció del senyal de GAs.

• Les plantes -PHOR1 mostren nivells alterats d’expressió dels gens

StGA20ox1 i StGA2ox

El mutant insensible gai d’Arabidopsis presenta nivells elevats dels transcrits

corresponents als gens biosintètics GA 20-oxidasa (GA5) i GA 3β-hidroxilasa (GA4).

Els nivells d’aquests dos missatgers, per altre banda, no reverteixen en resposta a

l’aplicació exògena de GAs, com succeeix als mutants biosintètics.

La caracterització d’altres mutants en la via de transducció del senyal de GAs, ha

mostrat que aquests també presenten una alteració en la regulació per retroalimentació

negativa de l’expressió dels gens biosintètics GA 20-oxidasa i GA 3β-hidroxilasa (Peng

et al., 1997; 1999) i en la regulació per retroalimentació positiva del gen GA 2-oxidasa

(Thomas et al., 1999). Aquests resultats suggereixen que les respostes de regulació de
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l’expressió dels enzims biosintètics i d’allargament de la tija estarien regulades per la

mateixa via de percepció i transducció del senyal en resposta a les GAs (Crowling et al.,

1998). L’increment dels nivells dels mRNAs GA 20-oxidasa i 3β-hidroxilasa en aquests

mutants no sembla venir donat per una disminució en els nivells endògens de GAs, ja

que aquestes plantes presenten un contingut més elevat de GAs (Talon et al., 1990). Al

contrari, els nivells elevats dels mRNAs GA 20-oxidasa i GA 3β-hidroxilasa semblen

obeir a un bloqueig en la via de percepció i senyalització de les GAs, tal com ho indica

el fet que l’aplicació exògena de GAs o d’inhibidors de la síntesi de GAs no varien els

nivells d’aquests transcrits (Cowling et al., 1998).

Els resultats obtinguts mitjançant experiments northern, en que els RNAs totals extrets

de fulles de plantes salvatges i de les plantes -PHOR1, es van hibridar amb les sóndes

de cDNA corresponents als enzims biosintètics GA 20-oxidasa (StGA20ox1) i GA 2-

oxidasa (StGA2ox), mostraren que les plantes transgèniques -PHOR1 presenten nivells

elevats del transcrit StGA20ox1 i nivells reduïts del transcrit StGA2ox, en comparació a

les plantes salvatges. L’ anàlisi dels nivells endògens de GAs, va mostrar que aquestes

plantes acumulen nivells elevats de GAs en comparació a les plantes salvatges. Aquests

resultats suggereixen que les plantes -PHOR1 presenten una alteració en la regulació

dels gens biosintètics similar a la descrita per gai i, per tant, reforcen la hipòtesi que

PHOR1 és una nova proteïna involucrada en la ruta de senyalització de les GAs. Seria

bo comprovar si els tractaments amb GAs exògenes o tractaments amb inhibidors de la

ruta de biosíntesi de GAs com l’ancimidol o el paclobutrazol, fan variar els nivells

d’acumulació d’aquests transcrits, confirmant així un bloqueig de la regulació per

retroalimentació d’aquests gens.

És important destacar que les plantes -PHOR1, a més a més d’una disminució en la

llargària dels entrenusos situats a la part apical de la planta, presenten una tuberització

avançada, en condicions inductores de SD tuberitzant abans i donant un número major

de tubèrculs que les plantes salvatges. Aquestes plantes presenten també altres fenotips

addicionals, com una relació menor entre la llargària/amplada dels folíols de les fulles

(aquests són més amples), similar a l’observat en plantes transgèniques amb nivells

reduïts del transcrit StGA20ox1. Les fulles d’aquestes plantes són també d’un color verd

més fosc (major contingut en clorofil·la) i tenen un pecíol més curt, que les plantes
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salvatges. Aquests caràcters se sap que són regulats per les GAs, el que seria indicatiu

d’una funció general de PHOR1 en la senyalització de GAs.

D’altre banda, en els experiments d’hibridació northern amb cèl.lules BY2 de tabac, en

que RNAs totals preparats a partir de suspensions control o de les suspensions que

sobre-expressen la proteïna de fusió PHOR1:GFP, es van hibridar amb la sónda

NtGA2ox de tabac corresponent al gen biosintètic GA 2-oxidasa, es va observar que

l’expressió del missatger NtGA2ox era molt més elevada a les cèl.lules que sobre-

expressen PHOR1. Aquest resultat seria indicatiu de que les cèl.lules BY2 que sobre-

expressen la proteïna PHOR1:GFP són més sensibles als nivells endògens de GAs que

les cèl.lules control, i com a resultat de la regulació per retroalimentació positiva del

gen, aquestes cèl.lules acumularien nivells més alts del mRNA NtGA2ox. Aquest

resultat posa en evidència de nou la funció de la proteïna PHOR1 en la via de percepció

i/o senyalització de les GAs, alhora que demostra una funció reguladora positiva de

PHOR1 en aquesta via.

L’expressió del gen StGA20ox1 corresponent a l’enzim GA 20-oxidasa, mostra

oscil·lacions durant els períodes de llum/foscor, presentant un ritme diürn característic

controlat pel fotoperíode. Els canvis cíclics al llarg de 24 hores en els nivells de transcrit

de StGA20ox1 són possiblement causats per una regulació del gen per la llum, la qual

resulta en un increment en els nivells d'expressió al llarg de les hores de dia. Això

donaria lloc a una acumulació de GA1 que assoliria nivells màxims ja entrat el període

fosc, tot inhibint durant la segona meitat del període fosc l’expressió del gen

StGA20ox1, per un mecanisme de retroalimentació negativa. A Sorghum bicolor s'ha

observat que els nivells de GAs entre la GA12 i GA1, presenten oscil·lacions amb un

ritme diürn característic. Els mutants ma3
R de S. bicolor, deficients en PHYB, presenten

alteracions en els canvis cíclics dels nivells de GA20, indicatius de canvis en els nivells

d'expressió del gen GA 20-oxidasa, similars als observats pel transcrit StGA20ox1 a les

plantes transgèniques de patatera amb nivells reduïts de PHYB. Aquestes plantes

presenten nivells elevats del transcrit StGA20ox1 i variacions en les oscil·lacions

rítmiques en els nivells d'expressió d'aquest transcrit, tot i que l’expressió d’aquest gen

encara presenta regulació per retroalimentació negativa pel producte final de la via

(Jackson et al., 2000). Un resultat sensiblement diferent és l'obtingut a les plantes -
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PHOR1, les quals mostraren nivells més elevats del transcrit StGA20ox1 que les plantes

salvatges, a totes les hores del dia però molt especialment durant la segona meitat de la

nit. És precisament en aquest període de la nit quan els alts nivells d'acumulació de GA1

indueixen per retroalimentació negativa una disminució en l'expressió del gen. A les

plantes -PHOR1 la sensibilitat a GAs està reduïda. Aquestes plantes no responen tant

bé a l'increment en els nivells de GA1 com les plantes salvatges i, per tant, la inhibició

per retroalimentació negativa de l'expressió de StGA20ox1 és menor. En aquestes

plantes el transcrit StGA20ox1 continua acumulant-se durant la segona meitat de la nit,

observant-se a les 8h nivells de mRNA cinc cops més elevats que a les plantes control.

Aquests resultats estan doncs d'acord amb que les plantes -PHOR1 presenten una

sensibilitat reduïda a les GAs, degut a un bloqueig en la ruta de senyalització d’aquestes

hormones.

L’expressió de PHOR1 mostra també oscil·lacions al llarg del dia, amb un ritme diürn

caracteritzat per diferents pics d’expressió en condicions de SD o SD+NB, indicatius de

que l'expressió d'aquest gen és fortament depenent de les condicions de llum o de

fotoperíode. Si comparem el ritme diürn d’acumulació durant les 24 hores d’aquests

transcrits s’observa que l’increment d’expressió d’un coincideix amb la davallada

d’expressió de l’altre. Els pics màxims d’acumulació de PHOR1 coincideixen amb els

punts de mínima expressió de StGA20ox1 i al revés. Aquesta observació, junt amb el fet

que el ritme diürn d’expressió de StGA20ox1 es troba alterat a les plantes transgèniques

-PHOR1, suggereix que possiblement PHOR1 és un element integrador entre la via de

senyalització del fotoperíode i les GAs.

• Les plantes transgèniques -PHOR1 presenten un increment en els nivells

endògens de GAs.
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La determinació dels nivells endògens de GAs a les plantes -PHOR1 va posar en

evidència que aquestes plantes tenen un contingut elevat en GAs en comparació a les

plantes control. Cal destacar però que els nivells de GA20, a les línies transgèniques -

PHOR1 són de quatre a sis cops més elevats que els de les plantes salvatges, vers a uns

nivells de GA1 que són significativament iguals als d'aquestes. Aquests resultats

suggereixen que, a patatera, l’expressió del gen GA 3β-hidroxilasa (StGA3ox), no és tan

fortament subjecte a regulació negativa per GAs, com ho és l’expressió del gen

biosintètic StGA20ox1. Això faria que mentre que els nivells de StGA20ox1 estarien

incrementats a les plantes -PHOR1, el que resultaria en una acumulació de GA20 en

aquestes plantes. L’expressió de StGA3ox no es veuria sensiblement afectada, essent els

nivells d'aquest transcrit essent significativament iguals als de les plantes salvatges. A

patatera s’han aïllat dos gens StGA3ox: StGA3ox1 i StGA3ox2. Pel gen StGA3ox1 s'ha

demostrat que els nivells de transcrit es troben incrementats als mutants nans ga1, i que

disminueixen per aplicació exògena de GA3, el que demostra que aquest gen sí està

negativament regulat per GAs (Bou, 2000). No es tenen però dades sobre el gen

StGA3ox2 i per tant podria ser que aquest gen no estès regulat per GAs. De fet, com

s’ha mostrat a la introducció, el control de l’expressió dels gens dioxigenases és molt

complex. La regulació dels nivells d’expressió de les diferents dioxigenases depèn de

les condicions de llum, dels nivells de GAs, i del teixit i estadi de desenvolupament de

la planta, entre d’altres. Per tant, aquests gens semblarien estar controlats per diferents

elements en les vies de senyalització de la llum i les GAs. D'altre banda, s'ha observat a

més d'una espècie que les diferents còpies gèniques que codifiquen per un mateix enzim

són sovint regulades de manera diferent per la llum o retroalimentació negativa per

GAs. Per tant, caldria comparar els nivells dels transcrits StGA3ox1 i StGA3ox2 i

estudiar les seves cinètiques d’expressió al llarg de 24 hores, en plantes salvatges i les

plantes transgèniques α-PHOR1, per tal de veure com varien en aquestes plantes. Si els

nivells de transcrit StGA3ox2 són normals en aquestes plantes, estaria indicant que la

via de senyalització de les GAs, en la que participaria PHOR1, no controlaria l'expressió

d'aquest gen.

• PHOR1 és un possible element integrador entre les vies de senyalització del

fotoperíode i les GAs. 216
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Mitjançant experiments northern hem pogut observat que l’expressió de PHOR1

presenta oscil·lacions al llarg del dia amb un ritme diürn caracteritzat per diferents pics

d’acumulació en condicions de SD i SD+NB, el que indica una dependència del

fotoperíode. Els nivells de transcrit PHOR1, així com els nivells de proteïna són, per

altre banda, superiors a les plantes crescudes en condicions de SD. Per tant, és possible

que la regulació de l’expressió de PHOR1 estigui relacionada amb el control de la

inducció de la tuberització. Com hem vist a la introducció, hi ha evidències que

indiquen que tant la inducció de la tuberització com de la floració, processos ambdós

sota una forta dependència del fotoperíode, estan en part mitjançades per canvis en els

nivells i/o sensibilitat a les GAs. Al llarg d'aquest treball hem demostrat que les plantes

amb una reducció en els nivells de PHOR1 mostren també una menor sensibilitat a les

GAs, per tant és possible que les diferències observades en els nivells d’acumulació de

PHOR1, entre plantes crescudes en SD o SD+NB, formin part d'un mecanisme per

integrar el fotoperíode i la senyalització de les GAs.

No obstant, el fet de que les plantes transgèniques amb nivells reduïts de PHOR1

tuberitzin en condicions inductores de SD abans que les plantes salvatges, no estaria

d'acord amb el fet de que en aquestes últimes, els nivells d'acumulació de PHOR1 són

majors en les plantes crescudes en condicions inductores de la tuberització (SD) que en

les crescudes en condicions no inductores de LD. Tot i que existeix una alta probabilitat

que PHOR1 jugui un paper important en el control fotoperiòdic de la tuberització, els

mecanismes de regulació implicats en aquest control són encara obscurs. De fet, les

plantes -PHOR1 malgrat presentar un fenotip semi-nan molt evident en LD o en

SD+NB, en SD reverteixen a un fenotip normal, mostrant una llargària dels entrenusos

similar al de les plantes salvatges. De moment, no es tenen dades que puguin explicar

aquesta observació. Caldrà realitzar més estudis amb aquestes plantes, crescudes tant en

condicions de SD com de SD+NB o LD, per tal d'obtenir alguna indicació de quín

podria ser el mecanisme responsable d'aquest creixement diferencial. En aquest sentit,

serà força interessant d'estudiar les possibles modificacions post-traduccionals

(fosforilació, etc.) de la proteïna PHOR1, així com les interaccions amb d'altres

proteïnes, per veure com aquestes es correlacionen amb les condicions de fotoperíode, i

amb la resposta a GAs.

Per altre banda, hi ha forces evidencies que indiquen que el transport de GAs o d'un

regulador de la síntesis de GAs des de les fulles als estolons, representa una part
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important dels mecanismes implicats en la regulació fotoperiòdica de la tuberització.

Les plantes transgèniques amb nivells reduïts de PHYB, per exemple, presenten a fulla

nivells elevats d'expressió del transcrit StGA20ox1 i alts nivells de GA1. Les plantes -

PHYB tenen un fenotip allargat i un menor contingut en clorofil·les, però tuberitzen

independentment del fotoperíode, formant tubèrculs tan en SD com en SD+NB o LD.

Curiosament, les plantes crescudes en condicions inductores de SD presenten a les parts

aèries de la planta (àpex, fulles, tija i nusos) nivells majors d’acumulació del transcrit

StGA3ox1 que les plantes crescudes en condicions no inductores de LD o SD+NB (Bou,

2000). Als estolons, es dóna en canvi la situació contrària, ja que no es detecta el

missatger StGA3ox1 en condicions inductores de SD, però s’observa una forta

acumulació d'aquest transcrit en plantes crescudes en condicions no inductores de

SD+NB. Aquestes resultats són consistents amb les dades que demostraven que durant

la inducció de la tuberització els nivells de GAs actives a la punta dels estolons baixen

considerablement, i que en canvi es mantenen elevats en condicions no inductores. A

més a més, s’ha vist que la GA1 produïda a les fulles com a resultat de l’activitat GA

3β-hidroxilasa, no sembla ser una GA mòbil que s'exporta a la resta de la planta, sinó

que té una actuació local essent ràpidament inactivada a GA8 per acció de la GA 2-

oxidasa (Bou, 2000). Per tant només la GA1 directament produïda a l’estoló inhibiria la

formació del tubèrcul. Tots aquests resultats demostren que el procés d’inducció de la

tuberització està controlat per un mecanisme de regulació complex on els nivells i la

sensibilitat a les GAs hi juguen un paper important juntament amb el transport de les

GAs o d'algun regulador de la biosíntesi i/o sensibilitat d’aquestes hormones des de les

fulles fins als estolons,. El fenotip observat a les plantes -PHYB, juntament amb els

resultats dels experiments en que es varen empeltar fulles de les plantes -PHYB en

plantes salvatges no induïdes per a la tuberització, i viceversa, semblarien indicar que el

PHYB és en últim terme el responsable del control d'aquests canvis en resposta a les

condicions de fotoperíode. En condicions no inductores, PHYB estimularia el transport

des de les fulles als estolons bé d’alguna GA o d’algun regulador de la biosíntesi o de

l'acció de les GAs, sent aquest el possible senyal transmissible inhibidor de la

tuberització regulat per aquest fotoreceptor.

En un futur, la determinació dels nivells de GAs tan a les fulles, com a la tija i als

estolons de les plantes transgèniques -PHYB, en comparació amb les plantes salvatges,
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permetrà de comprovar el control que PHYB exerceix sobre les GAs, en quant al seu

transport. Per altre part, l'anàlisi dels nivells d’expressió de PHOR1 al les fulles i

estolons de les plantes -PHYB ajudaria a confirmar si PHOR1 té un paper important en

la senyalització de les GAs i possiblement en el control fotoperiòdic de la tuberització,

actuant com a element integrador entre aquestes dues vies (fotoperíode i GAs).

2. PHOR1 té un domini armadillo responsable de la migració de la

proteïna al nucli i un domini N- terminal CPI que en absència de GAs

reté la proteïna al citoplasma.

La comparació de la seqüència aminoacídica de la proteïna PHOR1 amb el banc de

dades van revelar que aquesta proteïna conté un domini armadillo amb 7 motius repetits

al seu extrem C-terminal, que presenta un 30% d’identitat amb el domini “arm-repeat”

de la proteïna ARMADILLO de Drosophila. Els diferents motius repetits de PHOR1

conserven el consens descrit per aquest domini proteic, i malgrat que la similitud a

nivell de seqüència aminoacídica no és molt elevada (la similitud entre el diferents

dominis repetits d'ARMADILLO és només del 40%), la naturalesa química dels residus

importants per a mantenir l’estructura superhèlix característica d’aquest domini, és molt

conservada en tots els elements repetits.

El primer domini "arm-repeat" va ser descrit a la proteïna ARMADILLO de Drosophila

(Riggleman et al., 1989) que té un paper important en la determinació de la polaritat

dels segments de l'abdomen durant el desenvolupament inicial de la larva de la mosca.

Des de llavors, s’han identificat i clonat un gran número de proteïnes que contenen

aquest domini. Entre elles la proteïna β-catenina humana, homòloga a la proteïna

ARMADILLO de Drosophila, la Plakoglobina, i les α-importines, entre d’altres

(Hatzfeld, 1999). A plantes, s’ha pogut comprovar que un gran número de ESTs

mostren homologies amb aquest domini. El domini "arm-repeat" s'ha identificat també

en algunes proteïnes per a les que es coneix la funció com les α−importina

d’Arabidopsis (Harley et al., 1997) i d’arròs (Kazuhiro et al., 1998) o la proteïna ARC1

(Arm Repeat Containing 1) de Brassica, aïllada en un experiment de doble híbrid per a
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cercar proteïnes que interaccionessin amb el domini quinasa del locus S-receptor kinase

(SRK, Gu et al., 1998). El domini "arm-repeat" és un domini d’interacció proteïna-

proteïna, i moltes de les proteïnes que tenen un domini armadillo juguen un paper

crucial en la coordinació i regulació d’importants processos cel.lulars donat a la seva

capacitat d’interacció amb una elevada varietat de proteïnes diferents. Per exemple, la

proteïna β−catenina és capaç d’interaccionar a través d’aquest domini amb la proteïna

APC (Adenomatous polyposis coli), la família de factors de transcripció Tcf/LEF-1 i la

E-cadherina, i a través d'aquestes interaccions exerceix un paper regulador important en

la via de transducció del senyal Wnt/Wingless (Huber et al., 1997).

El domini "arm-repeat" es caracteritza per presentar com a mínim cinc a sis còpies (en

el cas de ARMADILLO/β−catenina, 12 còpies) d’una seqüència de 42 aminoàcids, de

similitud no gaire elevada (en alguns casos la similitud entre els diferents dominis

repetits d’una mateixa proteïna és més baixa del 30%), però a la qual la naturalesa

química d'alguns residus és altament conservada. Al consens descrit per aquests motius

predomina un cor hidrofòbic, el qual és important per a mantenir una estructura d’hèlix

superhèlix característica d'aquesta família de proteïnes. Actualment, s'ha resolt

mitjançant raig X l’estructura tridimensional dels cristalls corresponents a les proteïnes

β-catenina i α−karyophenin (o α-importines) (Huber et al., 1997; Conti et al., 1998),

observant-se que el domini armadillo  d'aquestes dues proteïnes es plega en una

estructura tridimensional de tipus hèlix superhèlix pràcticament idèntica. L’estructura

d’hèlix superhèlix d’aquestes proteïnes forma un ampli solc a la superfície que serveix

com a lloc d'interacció amb moltes altres proteïnes. En el cas de la β-catenina aquest

solc està carregat positivament, i és responsable de la interacció de β-catenina amb els

dominis acídics d’APC, Tcf/LEF-1 i la E-cadherina. A les α-importines, en canvi,

aquest solc està carregat negativament i és responsable de la interacció d’aquestes

proteïnes amb les seqüències NLS (Nuclear Localization Signal) de diferents proteïnes,

mitjançant el seu import cap a nucli (Conti et al., 1998).

La proteïna ARMADILLO/β-Catenina està involucrada en diferents processos de

desenvolupament cel.lular en resposta al senyal Wnt/Wingless. La β-catenina forma part

de les unions adherents, una de les estructures macromoleculars més importants alhora

d'establir la correcte polaritat i l’arquitectura de les cèl.lules de l'epidermis. La β-

catenina participa en la formació d’aquestes estructures mitjançant la interacció amb la
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E-cadherina i la α-catenina, les quals per la seva part interaccionen amb el citoesquelet

d’actina i amb la cèl·lula veïna a través d’un complex equivalent. Aquestes unions es

desorganitzen quan es trenca la interacció E-cadherina/β-catenina, com a conseqüència

de la fosforilació de la β-catenina.

La proteïna homòloga de Drosophila, ARMADILLO, es troba també associada a les

unions adherents en cèl.lules que no han rebut el senyal Wnt/Wingless. En resposta la

glicoproteïna soluble Wingless, s'inicia però una cascada de senyalització que resulta en

l'estabilització d’ARMADILLO al citosol, i la seva posterior migració al nucli, a on

conjuntament amb els factors de transcripció Tcf/LEF-1 inicia la transcripció dels gens

regulats per Wingless. L’estabilització d’ARMADILLO es dóna gràcies a la

hiperfosforilació de Dsh (Dishevelled), que inhibeix la funció de la Ser/Thr kinasa

glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β)/zeste white 3 (Zw3). La inhibició de GSK-3β

dóna lloc a una acumulació de la proteïna ARMADILLO al citosol, i la seva

relocalització al nucli on interacciona amb els factors de transcripció TCF (T-Cell

Factor) actuant com a co-activadors transcripcionals d’aquests factors HMG-box (van

de Wetering et al., 1997). A les cèl.lules que no han rebut el senyal de Wnt/Wingless la

proteïna GSK-3β està activa i fosforila ARMADILLO. Aquesta fosforilació regula

negativament ARMADILLO ja que promou la seva interacció específica amb APC i la

seva ubiqüitinació i posterior degradació. Les proteïnes β-catenina/ARMADILLO no

tenen cap seqüència NLS de localització nuclear. La seva entrada al nucli, s’ha vist per

altre banda que és independent de les α-importines i que es donaria per l’associació

directa amb les proteïnes del porus nuclear (Fagotto et al., 1998). (Figura 1)
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Figura 1. Mecanisme d’acció d’ARMADILLO -catenina en resposta a la senyal de Wg/Wnt

La migració nuclear de la proteïna PHOR1 en resposta a l’aplicació exògena de GAs,

observada a les cèl.lules N. tabacum BY-2, recorda en molts aspectes la migració al

nucli en resposta al senyal Wnt/Wingless de les proteïnes ARMADILLO de Drosophila

i la seva homòloga β-catenina de vertebrats. En experiments en que les cèl.lules BY-2

foren transformades de manera transitòria o estable amb la construcció p35S-PHOR1-

GFP es va observar una localització citoplasmàtica de la proteïna de fusió en

aproximadament el 40% de les cèl.lules i una localització nuclear en la resta.

L’aplicació de GA3 induïa una migració de la proteïna PHOR1:GFP al nucli a més a

més del 90% de les cèl.lules. En canvi, quan les cèl.lules es pre-tractaren amb
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l’inhibidor de la síntesis de Gas, ancimidol, es va observar una localització

citoplasmàtica de la proteïna a més del 90% de les cèl.lules. Per a determinar quin dels

dominis de PHOR1 era responsable d’aquesta migració depenent de GAs al nucli, es

van preparar dues delecions de la proteïna que comprenien els dominis armadillo i el

domini CPI fusionats a GFP, i es van assajar per expressió transitòria en les cèl.lules

BY2. L’expressió de la fusió ARM:GFP va mostrar una localització constitutiva al

nucli, el que suggereix que aquest domini conté els senyals que determinen la

localització nuclear de la proteïna. Aquest domini no presenta seqüències de localització

nuclear (NLS). Per tant, podria entrar al nucli a través de l’interacció directa amb

proteïnes del porus nuclear, com s’ha suggerit per a la proteïna ARMADILLO de

Drosophila, tot i que no podem descartar que aquest domini interaccioni amb una altre

proteïna amb un senyal NLS, la qual fos responsable de transportar PHOR1 al nucli.

D’altre banda, es va veure que la fusió CPI:GFP retenia una distribució nuclear regulada

per GAs. La migració al nucli de la fusió CPI:GFP, no obstant, era deguda a una difusió

passiva a través del porus nuclear degut al baix pes molecular d’aquesta proteïna de

fusió (45 kDa). Això es va comprovar fusionant el domini CPI a la fusió GFP-GUS, ja

que les cèl.lules que expressaven la fusió CPI:GFP:GUS mostraren una distribució

citoplasmàtica de l’activitat GFP tant en presència d’ancimidol com de GA3. Aquests

resultats són consistents amb una funció del domini armadillo en la localització de la

proteïna PHOR1 al nucli, mentre que el domini CPI seria responsable de la retenció de

la proteïna al citoplasma, depenent de la presència de GAs. Possiblement, en absència

de GAs, aquest domini media la interacció de PHOR1 amb proteïnes citoplasmàtiques

que retenen la proteïna impedint la seva entrada al nucli.

El domini CPI és una seqüència de 70 aminoàcids localitzada a l’extrem N-terminal de

la proteïna PHOR1. La comparació de la seqüència animo acídica de PHOR1 amb els

banc de dades va mostrar que aquest domini es troba també present a l’extrem N-

terminal d’un nombre elevat de ESTs d’Arabidopsis i també a d’altres proteïnes com la

proteïna ARC1 de B. napus. Curiosament, molts dels ESTs contenen també el motiu

repetit armadillo, tot i que en alguns casos s’observa el domini CPI sol a la proteïna i

localitzat a l’extrem C-terminal.

Aquest domini, d’altre banda, s’ha vist que presenta certa homologia amb la proteïna

UFD2 de llevat, la proteïna NOSA de D. discoideum i la proteïna CHIP humana,

relacionades totes elles amb el sistema d’ubiqüitinació i degradació per al proteasoma
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(Koegl et al ., 1999). Aquestes homologies suggereixen que el domini CPI podria estar

jugant també un paper en l’estabilitat de la proteïna mitjançant interacció amb els

complexes implicats en la ubiqüitinació i degradació per el proteasoma de proteïnes

específiques.

Els possibles llocs de O-N-acetilglucosaminació de la proteïna PHOR1, predits pels

programes informàtics, no semblen ser importants per a la translocació de la proteïna

PHOR1 al nucli. Els estudis de transformació transitòria de la proteïna PHOR1 (-

SSSP):GFP amb la regió rica en serines i possible lloc d’O-N-acetilglucosaminació

deleccionada no mostra cap diferència, en quan a la localització subcel.lular de la

proteïna respecte a les transformades amb la proteïna PHOR1:GFP sencera.

3. PHOR1 interacciona amb la proteïna PIP1 (per PHOR1 Interacting

Protein 1) a través del domini ARMADILLO.

El domini armadillo de la proteïna ARMADILLO/β-catenina media la interacció

d’aquestes proteïnes amb la regió acídica de les proteïnes APC, la família de factors de

transcripció Tcf/LEF-1 i la E-cadherina (Huber et al., 1997). Els residus bàsics

conservats als motius “arm repetits” són els responsables de la interacció de la β-

catenina amb aquestes proteïnes i són també altament conservats a la proteïna PHOR1,

suggerint que aquest domini mediaria la interacció de PHOR1 amb els dominis acídics

d’altres proteïnes.

Mitjançant experiments de doble híbrid a llevat i utilitzant una llibreria de cDNA de S.

lycopersicon es van aïllar quatre clons anomenats TH44, TH24, TH25 i TH53 (per two

hibrid) que semblaven interaccionar específicament amb el domini armadillo de la

proteïna PHOR1. L’anàlisi de seqüència va mostrar que tres d’aquests clons (TH24,

TH25 i TH53) codificaven per una mateixa proteïna, essent només uns d’ells uns quants

residus més llargs que els altres. A excepció d’aquests residus inicials, la seqüència

aminoacídica deduïda d’aquests clons eren idèntiques entre sí. Els resultats obtingut
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mitjançant experiments de pull-down confirmaren la interacció de la proteïna PHOR1 a

través del seu domini armadillo amb la proteïna TH53 (corresponent a l’insert més

llarg). En canvi, no es va poder confirmar la interacció de la proteïna TH44 amb

PHOR1, ja que en les condicions utilitzades no sembla donar-se una interacció entre

aquestes dues proteïnes. Això no vol dir que aquestes proteïnes no interaccionin “in

vivo”, però podria ser que per a que la interacció es doni sigui necessària la implicació

d’altres proteïnes, un entorn fisiològic precís o unes modificacions post-transcripcionals

de la proteïna que no es donen in vitro. Alternativament, podria ser que el plegament de

la proteïna TH44 fusionada a GST no sigui el plegament natiu de la proteïna i per

aquesta raó la fusió GST:TH44 no és capaç de donar lloc a la interacció observada “in

vivo”.

§ El clon Th53 codifica per una nova proteïna que conté un motiu F-box i

domini Kelch.

Mitjançant experiments de 5’-RACE es va obtenir la regió del missatger que mancava al

cDNA parcial TH53. El cDNA complert es va anomenar PIP1 (per PHOR1 Interacting

Protein 1). Aquest té una mida de 1400 pb i conté un marc obert de lectura de 1185 pb,

amb una seqüència 3’ no codificant de 128 pb que inclou una cua poliA(+) de 53 pb. El

cDNA presenta un codó de parada 65 nucleòtids davant de l’ATG d’inici de traducció,

indicant que el cDNA PIP1 conté la seqüència codificant sencera. La proteïna deduïda

és de 395 aminoàcids.

La comparació de la seqüència aminoacídica de la proteïna PIP1 amb el banc de dades

va mostrar que aquesta proteïna presentava 2 regions conservades, compreses per un

motiu F-box i 6 còpies d’un motiu kelch. Cadascuna de les 6 còpies individuals del

motiu repetit kelch en la proteïna, mostra conservat el consens descrit per aquest motiu.

En aquests motius es conserven els residus i distàncies importants per a mantenir

l’estructura de β-propeller característica de la superfamília de proteïnes amb copies

“kelch”.
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El motiu F-box comprèn un motiu conservat de 40-50 aminoàcids, identificat per primer

cop a la proteïna ciclina F humana (Elledge et al., 1998). El consens per a aquest motiu

està constituït per una seqüència LpxEILxILsyLL, a l’inici de la regió conservada i per

una seqüència VCKxWxxL al mig d’aquest motiu, les quals es troben també

conservades a la proteïna PIP1. Els projectes de seqüenciació genòmica han posat en

evidència que el nombre de proteïnes que contenen motius F-box és elevat. Així per

exemple, al genoma de llevat s’han identificat 16 proteïnes F-box, al genoma humà

cinquanta, mentre que a C. elegans s’han trobat més de seixanta. El nombre de proteïnes

F-box descrites a plantes es de moment reduït. Al genoma d’Arabidopsis s’ha trobat

també un nombre elevat d’ORFs amb un motiu conservat F-box, que en alguns casos es

coneix la seva funció. Així per exemple, les proteïnes F-box TIR1 (Transport Inhibitor

Response 1) d’Arabidopsis regulen la resposta a auxines (Ruegger et al., 1998), la COI1

(Coronatine-Insensitive 1) està implicada en la maduració de les anteres i en la resposta

de defensa en front de patògens i insectes regulada pel jasmonat (Xie et al., 1998),

mentre que la proteïna UFO (Unusual Floral Organs) és requerida per a un normal

creixement i diferenciació del meristem floral (Samach et al., 1999). Recentment s’ha

identificat dos gens d’Arabidopsis implicats en el control del rellotge circadià,

anomenats ZTL (ZEITLUPE) i FKF1 (Flavin-binding, Kelch repeat, F-box 1), els quals

presenten també un motiu conservat F-box a la regió central de la proteïna. A més a més

del motiu F-box, aquestes proteïnes presenten 2 altres motius conservats: un domini

LOV (light,oxygen,voltage) a la regió N-terminal, que constitueix un dels subgrups de la

família de dominis PAS, també present als receptors de llum blava, i un domini kelch a

la regió C-terminal de la proteïna. Es pensa que la funció d’aquestes proteïnes seria la

de percebre les condicions de llum i ajustar el rellotge circadià endogen a les condicions

de fotoperíode. Aquesta funció és possiblement mitjançada a través de la degradació

d’una o més proteïnes diana pel proteasoma, procés en que intervindrien els dominis

kelch i F-box (Somers et al., 2000; Nelson et al., 2000., Mizoguch i Coupland, 2000).

Les proteïnes F-box actuen com a components del complex proteic E3 ubiqüitina lligase

anomenat SCF (per Skp1, Cullin i F-box protein) (Elledge et al., 1998). Aquest complex

juga un paper crucial en la regulació de certes proteïnes, al determinar la seva

degradació selectiva per proteòlisis depenent d’ubiqüitinació. El complex E3 es pot

definir com un complex enzimàtic que uneix proteïnes substrat i promou la transferència

d’ubiqüitines a aquestes proteïnes, marcant-les per ser reconegudes i degradades via
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proteasoma. Actualment, s’han descrit quatre tipus diferents de complexes E3,

anomenats SCF, APC, HECT, i N-end rule, possiblement existint un cinquè tipus

anomenat Ring-H2 (Patton et al., 1999; Peters, 1998; Bates i Viestra, 1999; Varshavsky,

1996; Deshaies, 1999; Callis i Vierstra, 2000). El complex SCF està format per 4

proteïnes diferents: la subunitat Cullin, la SKP1 (Suppressor of  Kinetochore Protein 1),

la RBX1 i una proteïna F-box (Patton et al., 1998; Deshaies, 1999). La subunitat Cullin

millor caracteritzada és la proteïna Cdc53 (per Cell-division cycle 53). Estudis

d’estructura i funció d’aquesta proteïna han permès d’identificar una sèrie de residus a

l’extrem N-terminal que són requerits per a la interacció amb la proteïna SKP1 (Patton

et al., 1998) i altres a l’extrem C-terminal, que són necessaris per a la interacció amb la

proteïna RBX1 (del Pozo i Estelle, 1999). Estudis de doble híbrid i de

immunoprecipitació van demostrar que la proteïna SKP1 interacciona a la vegada amb

les proteïnes Cullin i F-box, fent de pont entre elles (Patton et al., 1998), i que el motiu

F-box present a la regió N-terminal d’aquestes proteïnes és el responsable de la

interacció amb SKP1. Les proteïnes F-box, d’altre banda, presenten un domini

característic d’interacció proteïna-proteïna al seu extrem C-terminal, de tipus “WD40

repeat” o “leucine-rich repeats”(LRRs), els quals s’han identificat a moltes d’aquestes

proteïnes. A ZTL i FKF1, el domini d’interacció proteïna-proteïna és un domini de tipus

“kelch repeat”. Aquest domini es troba també present a la proteïna PIP1 i a un gran

número de ORFs d’Arabidopsis que presenten ambdós motius conservats F-box i “kelch

repeat”. El motiu repetit kelch sembla, per tant, ser freqüent a les proteïnes F-box de

plantes. Actualment s’ha demostrat que aquests dominis d’interacció proteïna-proteïna

són els responsables de reconèixer i unir les proteïnes substrat, per a dirigir la seva

ubiqüitinació i posterior degradació pel proteasoma. Per exemple, s’ha vist que la

proteïna Grr1 de llevat interacciona amb la proteïna fosforilada Cln2p a través del seu

domini LLRs, mentre que el domini WD40 de β-TRCP és requerit per a la seva

interacció amb la proteïna β-catenina (Winston et al., 1999). El darrer component de

SCF identificat és la proteïna Roc1 (per Regulator of cullin 1), la funció de la qual és

unir l’E2 al complex SCF, al que s’uneix per interacció amb la proteïna Cullin,

promovent així la transferència d’ubiqüitines des d’E2 a la proteïna substrat (Kamura et

al., 1999). A la figura 2 es mostra el model proposat per a la la proteïna F-box TIR1,

amb una funció en la resposta a auxines.
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Estudis portats a terme a diferents organismes eucariotes indiquen que els complexes

SCFs estan implicats en la proteòlisi depenent d’ubiqüitinació de proteïnes molt

diferents, les quals intervenen en processos cel·lulars tan diversos com són la regulació

del cicle cel·lular, la transducció de senyals o la regulació de la transcripció (Deshaies,

1999). El gran nombre de proteïnes F-box identificades, indiquen, d’altre banda, que

aquestes proteïnes reconeixen proteïnes substrat específiques, les quals participen en

processos cel.lulars regulats via degradació depenent d’ubiquitinació, tant al citosol com

al nucli (Hershko i Ciechanover, 1998).

Figura 2. Regulació de la resposta a auxines per degradació depenent d’ubiqütinació d’un o més

repressors específics al proteasoma.

Tal com es mostra al model, la resposta a auxines està inhibida per l’acció específica d’un o més

repressors. El complex SCFTIR1 està involucrat en la resposta a aquestes hormones, al mediar la

ubiqüitinació d’aquests repressors i la posterior degradació al proteasoma. El complex SCFTIR1 està

format per AtCUL1, ASK1 o ASK2, RBX1 i la proteïna F-box TIR1.

La funció d’aquest complex és regulada per la modificació depenent de RUB1 (per Ubiquitin-related

protein) d’AtCUL1 (Cullin). AXR1 codifica per una de les subunitats de l’enzim activador de RUB1,

anàleg a E1 (ubiquitin activating enzyme), i dimeritza amb l’altre subunitat anomenada ECR1 (E1 C-

terminal-related), activant i transferint RUB a un enzim anomenat RCE1 (RUB-Conjugating enzyme).

Recents estudis mostren que RUB es conjuga amb la proteïna Cullin.
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El motiu kelch, per altre banda, es va identificar primerament com a un motiu repetit

comprés per sis elements repetits en tàndem presents a la proteïna Kelch de Drosophila

(Xue et al., 1993). Actualment s’han identificat moltes altres proteïnes que formen part

de la superfamília de proteïnes anomenada “Kelch-repeat” (Adams et al., 2000).

Aquestes proteïnes contenen un domini kelch comprés per motius repetitius d’uns 44-56

aminoàcids, amb una baixa homologia entre sí. Els sis motius repetits de la proteïna

Kelch de Drosophila presenten, per exemple, una homologia del 25-50% entre ells i una

homologia inclús menor, del voltant d’un 11% amb els motius individuals d’altres

proteïnes. L’alineament múltiple entre els motius kelch de diferents proteïnes va mostrar

que hi ha vuït residus molt conservats a tots ells, que inclouen quatre residus hidrofòbics

seguits de dues glicines i separats per uns quants residus, dos residus aromàtics més

característics (Bork et al., 1994; Aravind i Koonin, 1999). Aquests residus conservats

són importants per a l’estructura tridimensional β-propeller característica d’aquest

domini, la qual s’ha resolt per la proteïna galactosa oxidasa de fongs. La comparació de

la seqüència primària de la galactosa oxidasa amb la d’altres membres d’aquesta

superfamília de proteïnes prediuen que aquests haurien també de formar una estructura

en β−propeller molt semblant a la de la galactosa oxidasa (Aravind i Koonin, 1999; Ito

et al., 1994; Murzin, 1992). En aquesta estructura, els motius kelch individuals formen

quatre làmines β corresponents a una fulla del propeller, i les diferents fulles es troben

inclinades al voltant d’un eix central. L’elevada conservació dels residus hidrofòbics i

aromàtics situats sobre la làmina β, juntament amb les dues glicines situades a la volta

entre la segona i la tercera làmines mostren la importància d’aquests residus així com la

seva distància per a que es formi aquesta estructura tridimensional.

En l’actualitat s’han caracteritzat la funció de més de 20 proteïnes kelch diferents, però

s’han identificat un gran nombre d’ORFs amb similitud als dominis kelch, tant al

genomes humà, de rates, ratolins, d’Arabidopsis, com de llevat i C. elegans. Totes

aquestes proteïnes s’han agrupat en cinc subgrups diferenciats, en base al número de

motius repetits que presenten i la seva posició vers a un altre domini conservat en la

proteïna. Aquestes proteïnes s’han localitzat tant al citoplasma, al nucli, fora de la

cèl.lula o com a proteïnes transmembrana, segons la proteïna, i s’ha vist que participen

en moltes funcions diferents (Adams et al., 2000 i referències). S’ha vist que moltes

d’elles tenen activitats relacionades amb una interacció amb l’actina i amb
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l’organització del citoesquelet, però altres tenen una funció a nivell de la membrana

plasmàtica o dels orgànuls cel·lulars o una activitat reguladora de proteïna quinases

(Robinson i Cooley, 1997; Soltysik-Espanola et al., 1999; Eichinger et al., 1996). La

proteïna Ralp1 de S. pombe participa, per exemple, en la regulació de la morfologia i

creixement cel·lulars (Fukui et al., 1989; Mata i Nurse, 1997; Philips i Herskowitz,

1998), mentre que la proteïna Keap1 de mamífers participa en la regulació de

l’expressió gènica , al segrestar el factor de transcripció Nrf2 al citoplasma (Itoh et al.,

1999). A Arabidopsis s’han caracteritzat les proteïnes ZTL i FKF1 les quals ajusten el

rellotge circadià a les condicions de fotoperíode.

La proteïna PIP1 és la primera proteïna amb un domini kelch per a la que es descriu una

interacció amb el domini armadillo, tot i que ambdós dominis es caracteritzen per la

seva capacitat d’interacció amb una elevada varietat de proteïnes. L’anàlisi d’expressió

específica de teixit, a plantes S. tuberosum ssp andigena va mostrar que PIP1 s’expressa

a tots els teixits de la planta però, a l’igual que PHOR1, l’expressió és més abundant a

les parts subterrànies, als estolons i arrels. A la regió N-terminal PIP1 presenta un

domini F-box similar a l’observat a les proteïnes ZTL i FKF1 d’Arabidopsis, tot i que

no presenta el domini PAS conservat en aquestes proteïnes. Com hem vist abans, el

domini F-box està implicat en la unió de proteïnes substrat a les subunitats core de la

ubiqüitina lligasa, dirigint la seva ubiqüitinació i posterior degradació per el

proteasoma. Per tant PIP1 podria estar implicada en la degradació de PHOR1 pel

proteasoma, un cop ha exercit la seva funció com a component intermediari en la

transducció del senyal de GAs, tornant la via d’activació al seu estat bassal no activat

(veure el model hipotètic presentat a la Figura 3). Seria però necessari determinar la

localització subcel.lular de la proteïna PIP1 per tal de caracteritzar si aquesta interacció

es dóna al nucli, un cop PHOR1 ha efectuat la seva funció intermediària o bé al

citoplasma, on la seva funció seria la de regular l’abundància de la proteïna PHOR1,

abans que aquesta es transporti al nucli, modulant així la resposta a les GAs.

Actualment s’estan analitzant plantes transgèniques S. tuberosum ssp. andigena

transformades amb una construcció antisentit pel cDNA parcial PIP1. L’anàlisi del

fenotip de les plantes que presentin nivells reduïts del transcrit PIP1, permetran

determinar si aquestes plantes acumulen nivells més elevats de PHOR1 i alhora

presenten alteracions en algun dels processos del desenvolupament regulats per GAs,
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demostrant així que la proteïna codificada pel gen PIP1 té una funció moduladora de

PHOR1.

4. Model hipotètic d'actuació de la proteïna PHOR1 en resposta a les

GAs.

Tenint en compte tots els resultats obtinguts hem dissenyat un model hipotètic

d'actuació de la proteïna PHOR1 en resposta a les GAs. Els resultats observats a les

plantes transgèniques α-PHOR1 semblen indicar que aquesta proteïna actua com a

activador de la via de transducció d’aquestes hormones, ja que aquestes plantes

presenten una reducció en la llargària dels entrenusos a la part apical de la planta i en

condicions de SD tuberitzen abans que les plantes control. Aquestes plantes, per altre

banda, tenen una sensibilitat reduïda a l’aplicació de GA3, alhora que presenten nivells

elevats de GAs endògenes i mostren una alteració en la regulació dels gens biosintètics

GA 20-oxidasa i GA 2-oxidasa. Aquests resultats demostrarien que aquestes plantes

responen pitjor a les GAs i per tant que la proteïna PHOR1 és necessària per activar la

resposta a les GAs. Els resultats de la localització subcel.lular indiquen que la migració

de la proteïna PHOR1 al nucli està regulada per les GAs. El fet de que la proteïna

PHOR1 no presenta cap senyal de localització nuclear (NLS) suggereix que, tal i com

s’ha vist per ARMADILLO/β-catenina, la translocació al nucli de PHOR1 pot ser

mediada a través de la interacció directa amb proteïnes del porus nuclear. Els resultats

de localització subcel.lular dels dominis CPI i ARM fusionats a GFP, indiquen que, en

efecte, és el domini armadillo el responsable de la translocació de la proteïna al nucli,

mentre que el domini CPI seria responsable de la retenció de la proteïna al citoplasma,

quan no hi han GAs al medi.

La proteïna PHOR1 no presenta cap domini d'interacció amb el DNA ni cap domini

d’activació com el que es troba present a la proteïna ARMADILLO/β-catenina, que l’hi

confereix la funció de co-activador de la transcripció, a l’interaccionar amb els factors

de transcripció TCF/LEF1. Això indicaria que la proteïna PHOR1 no actua com a un

activador o co-activador transcripcional. Per contra, és possible que PHOR1 interaccioni

amb algun altre proteïna amb una funció com a intermediari del senyal de GAs, o com a
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regulador de la transcripció, i en presència de GAs estimuli el seu transport al nucli,

permetent la progressió de la ruta d’activació dins del nucli o la unió al DNA d’aquest

factor de transcripció hipotètic. El fet de que la proteïna PHOR1 interaccioni a través

del seu domini armadillo amb la proteïna F-box PIP1 i que en el seu domini CPI

presenti homologia amb el domini U-box de les proteïnes UDF-2 de llevat, suggereix

que la proteïna PHOR1 podria participar en la formació d’un complex d’ubiqüitinació

semblant al SCFs descrit anteriorment. Aquest complex podria ser responsable de

regular la vida mitja de PHOR1 o, alternativament, ser responsable de regular la vida

mitja d’aquest intermediari o factor de transcripció. Segons aquesta segona alternativa,

PHOR1 tindria una funció doble en la resposta a GAs, ja que a la vegada que regularia

l’import al nucli d’aquest segon intermediari o factor hipotètic de transcripció, regularia

la seva vida mitja al dirigir la seva ubiqüitinació i posterior degradacció pel proteasoma.

Actualment s'estan obtenint plantes transgèniques portadores d’una construcció

antisentit pel cDNA PIP1. En experiments futurs caldria comprovar els nivells de

proteïna PHOR1 en aquestes plantes transgèniques estan incrementats, i si aquestes

plantes mostren una sensibilitat incrementada a les GAs. En efecte, si la funció de la

proteïna PIP1 a patatera és la de reconèixer la proteïna PHOR1, interaccionant amb ella

per a ubiqüitinar-la i dirigir-la a degradació pel proteasoma, una disminució en els

nivells de PIP1 hauria de produir un increment en els nivells d’acumulació de PHOR1.

L’anàlisi del fenotip de les plantes α-PIP1, permetrà determinar si aquestes presenten

alteracions en els processos de desenvolupament regulats per llum o GAs, així

demostrant que la proteïna codificada pel gen PIP1 és un element més de les vies que

participen en la regulació d’aquests processos.
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Figura 3. Model hipotètic d'actuació de  la proteïna PHOR1 en resposta a les GAs.
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CONCLUSIONS

1. S’han obtingut sèrums immunes de conill en front dels dominis N-terminal i C-

terminal de la proteïna PHOR1 expressats a E. coli. Els sèrums dels conills Nt3 i

Ct6, foren capaços de reconèixer específicament les regions N-terminal i C-

terminal de la proteïna PHOR1, i detectar a una dilució 1/10.000 fins 1 ng i 10

ng de les proteïnes NT i CT recombinants. Aquests sèrums són “quantitatius”,

en quan a que poden ser utilitzats per a determinar l’abundància d’aquestes

proteïnes en experiments de western blot.

2. Els sèrums Nt3 i Ct6 detecten una banda de 46 kDa als extractes totals de fulles

de S. tuberosum ssp. andigena, la qual coincideix amb el pes molecular esperat

per a la proteïna PHOR1. En experiments western, s’ha pogut comprovar que els

nivells d’acumulació de la proteïna PHOR1 són més elevats a les fulles de les

plantes crescudes en condicions inductores per a la tuberització (SD) que a les

fulles de les plantes crescudes sota condicions no inductores (LD), a l’igual que

es va veure en l’assaig northern. D’altre banda, els nivells de proteïna PHOR1

estan reduïts a les plantes transgèniques portadores d’una construcció antisentit

pel transcrit PHOR1 en comparació a les plantes salvatges.

3. En experiments de fraccionament subcel.lular d’extractes de fulles joves de S.

tuberosum ssp. andigena, es va detectar gran part de la proteïna PHOR1 al

sediment nuclear, essent indicatiu d’una localització de PHOR1 a l’interior del

nucli.
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4. Experiments d’expressió transitòria o estable de la proteïna de fusió

PHOR1:GFP en cèl·lules BY2 de tabac mostraren una localització

citoplasmàtica de la fluorescència emesa per la proteïna fluorescent verda al

40% de les cèl·lules transformades i una localització nuclear en la resta.

L’aplicació de GA3 indueix una migració al nucli de la proteïna de fusió, de

manera que a les 4 hores després del tractament, el 100% de les cèl·lules

transformades presenten una localització nuclear de la proteïna PHOR1:GFP.

Per contra, en cèl·lules tractades amb l’inhibidor de síntesis de GAs ancimidol,

la proteïna PHOR1:GFP es troba al citoplasma en el 100% de les cèl·lules

transformades, el que demostra que la localització al nucli de la proteïna

PHOR1:GFP depèn de la presència de GAs bioactives. La migració al nucli de

la proteïna de fusió, d’altre banda, és transitòria ja que 12 hores després del

tractament amb GA3 s’observa de nou una localització citoplasmàtica de la

fluorescència.

5. La comparació de la seqüència amino acídica deduïda per a la proteïna PHOR1

amb els bancs de dades va mostrar similitud significativa amb un grup de ESTs

d’Arabidopsis thaliana i amb la proteïna ARC1 (Arm Repeat Containing 1) de

Brassica napus. Aquestes proteïnes es caracteritzen per presentar un domini CPI

molt conservat a la regió N-terminal i un domini repetit amb homologia a la

proteïna de segmentació ARMADILLO de Drosophila a la regió C-terminal. El

domini conservat CPI denominat així degut a que conté tres residus invariables

Cys-Pro-Ile, presenta similitud amb el domini U-box de les proteïnes UFD2 de

llevat, NOSA de D. Discoideum i CHIP humana, les quals estan relacionades

amb el sistema d’ubiqüitinació i degradació al proteasoma. El domini C-terminal

repetit presenta 7 motius repetits armadillo, que conserven el consens descrit per

aquest domini. Aquests motius repetits es caracteritzen per presentar conservats

varis residus hidrofòbics, que intervenen en el plegament superhèlix del domini,

alhora que uns residus bàsics localitzats a la superfície de la proteïna, que

intervenen en la interacció proteïna-proteïna amb dominis acídics d’altres

proteïnes
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6. S’han realitzat experiments d’expressió transitòria en cèl·lules BY2 de tabac

d’aquests diferents dominis fusionats a la proteïna fluorescent GFP. Els resultats

obtinguts d’aquests experiments indiquen que el domini armadillo determinaria

la localització al nucli de la proteïna PHOR1, possiblement a través de la seva

interacció directa amb proteïnes del porus nuclear o mitjançant interacció amb

una altre proteïna que promou el seu import al nucli. El domini CPI, per altre

part, seria el responsable en absència de GAs de la retenció al citoplasma de la

proteïna, possiblement mitjançant la interacció amb una proteïna citosòlica o per

interacció amb el sistema d’ubiqüitinació i degradació via proteasoma. La regió

rica en serines entre aquests dos dominis, tot i constituir una possible diana de

modificació post-transcripcional per O-N-acetilglucosaminació o fosforilació, no

sembla tenir un paper important en la localització de la proteïna, ja que la seva

delecció no fa variar els resultats de localització subcel.lular.

7. Les plantes transgèniques portadores de una construcció antisentit del cDNA

PHOR1 amb nivells reduïts de la proteïna PHOR1 ( -PHOR1), mostren en

condicions de dies llargs (LD) fulles més amples, de color verd més fosc i

pecíols més curts que les plantes salvatges, essent per tant semblants a les fulles

de les plantes transgèniques amb nivells reduïts d’expressió del gen StGA20ox1

corresponent a l’enzim GA 20-oxidasa.

8. Corbes dosi-resposta en que s’aplicaren diferents concentracions de GA3 a fulles

de les línies -PHOR1 i plantes control, mesurant la longitud dels quatre primers

entrenusos després de dues setmanes de tractament, van demostrar que les

plantes transgèniques -PHOR1 presenten una resposta menor al tractament

amb GAs bioactives, essent necessari aplicar a aquestes plantes concentracions

d’un o de dos ordres de magnitud superiors (10-5M GA3) que a les plantes

salvatges per induir un allargament de la tija.

9. Les plantes transgèniques amb nivells reduïts de PHOR1, per altre banda,

mostren nivells incrementats de GA20, GA29 i GA8 i nivells lleugerament

superiors de GA1 en comparació a les plantes salvatges, el que estaria d’acord
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amb l’observació que aquestes plantes mostren una resposta alterada al

tractament amb GAs.

10. La regulació per retroalimentació dels enzims biosintètics GA 20-oxidasa i GA

2-oxidasa es troba alterada a les línies -PHOR1, les quals presenten nivells

elevats del missatger StGA20ox1 i nivells reduïts del transcrit StGA2ox respecte

de les plantes salvatges. Per altre banda, la sobre-expressió de la proteïna

PHOR1:GFP a les cèl·lules BY2 de tabac resulta en un increment en els nivells

d’expressió del gen biosintètic GA 2-oxidasa (NtGA2ox), el que suggereix que

aquestes cèl·lules mostren una resposta incrementada a les GAs endògenes

11. El conjunt de resultats anteriors són indicatius d’una funció de la proteïna

PHOR1 en la via percepció i/o senyalització de les GAs, demostrant una funció

d’aquesta proteïna com a intermediari nuclear en la ruta de transducció del

senyal d’aquestes hormones.

12. Experiments de doble híbrid en llevat utilitzant una llibreria de cDNA de fulla

de Solanum lycopersicon, han permès d’aïllar quatre clons de cDNA que

codifiquen per a proteïnes capaces d’interaccionar específicament amb la

proteïna PHOR1 fusionada al domini d’unió al DNA de GAL4. Tres d’aquests

clons (Th24, Th25 i Th53) codifiquen per  a un mateix cDNA, mentre que el

quart (Th44) correspon a un insert diferent. Les proteïnes codificades per aquests

clons (TH53 i TH44) interaccionen amb PHOR1 a través del domini armadillo.

13. Mitjançant experiments de pull-down s’ha confirmat la interacció de la proteïna

TH53 fusionada darrera de la proteïna GST (glutatió S-transferasa) amb la

proteïna PHOR1 marcada per  transcripció i traducció in vitro. S’ha demostrat

també que la interacció de TH53 amb PHOR1 es dóna a través del domini

armadillo. Els experiments de pull-down no permeteren confirmar la interacció

de PHOR1 amb la proteïna TH44, pel que aquesta es va descartar.

14. Per medi d’experiments 5’ RACE es va completar el cDNA parcial TH53, aïllat

per doble híbrid. El cDNA complert es va anomenar PIP1 (per PHOR1
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Interacting Protein 1) i codifica per una proteïna de 395 aminoàcids. La

comparació de la proteïna PIP1 amb els bancs de dades mostra que aquesta

proteïna presenta un domini F-box a la regió N-terminal i un domini conservat a

la regió C-terminal comprés per sis motius kelch individuals repetits. Aquests

motius repetits presenten el consens descrit pels motius kelch, conservant tant

els residus característics com la distància entre residus, que són importants per

mantenir l’estructura de β-propeller típica d’aquesta superfamília de proteïnes.

15. El gen de TH53 s’expressa majoritàriament a les parts subterrànies de la planta,

als estolons i de manera molt abundant a les arrels. També s’observa expressió

però a nivells molt baixos als tubercles. A la part aèria de la planta el missatger

es detecta als nusos i entrenusos i en nivells inferiors a àpex, fulla i flor. Els

nivells del transcrit TH53 són inferiors als teixits de plantes crescudes en

condicions inductores per a la tuberització (SD) que en condicions no-inductores

(LD).

16. La presència d’un motiu F-box a la regió N-terminal de la proteïna PIP1

suggereix que aquesta podria estar implicada en dirigir la proteïna PHOR1 cap a

la seva ubiqüitinació i degradació específica pel sistema proteasoma, regulant

així l’estabilitat de la proteïna. Per tant, PIP1 actuaria com a modulador de la

resposta a GAs, o tindria una funció en revertir la resposta a aquestes hormones,

dirigint PHOR1 cap a degradació després d’haver actuat com a intermediari

nuclear del senyal de GAs.
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