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1.- Resumen

Las diamino oxidasas (DAQO) son un grupo de proteinas ampliamente distribuido en las especies,
tanto en elreino animal, como en elvegetaly bacteriano, implicadas en varios procesos celulares
(sintesis de alcaloides, produccién de NO (6xido nitroso) y ROS (especies reactivas de oxigeno)).
Esta enzima cataliza la produccion de un aldehido a partir de una amina primaria, con la
liberacion de perdxido de hidrogeno. Entre las posibles aplicaciones biotecnoldgicas, la que
suscita mas interés es la capacidad oxidativa de putrescina y cadaverina. Se tratan de aminas
biogénicas que se producen junto a la histamina y otras en la hidrdlisis de proteinas durante la
putrefaccién de tejidos. Datos preliminares sugieren que las diamino oxidasas de soja (Glycine
max) parecen tener cierta selectividad frente a uno de estos sustratos. Por tanto, se planted,
como paso previo a la obtencién recombinante del enzima, caracterizar a nivel genético y
molecular las diamino oxidasas de soja.

El estudio del genoma de soja mostro la existencia de al menos 6 genes diferentes que codifican
proteinas compatibles con las DAO. Estas proteinas mostraron diferente localizacién
cromosomicay alto grado de homologia, con elevado parentesco con respecto a las DAO de otras
especies vegetales de secuencia accesible. El analisis de la expresion mediante RT-PCR en
plantas etioladas de soja mostré un patrén de expresidon caracteristico para cada isoforma
GmDAO en los diferentes tejidos analizados. GmDAOS5 se expresé especificamente en los
cotiledones mientras que GmDAO4 se expreso especificamente en la raiz. GmDAO1, GmDAQO2y
GmDAOS se expresaron abundantemente en hojas. Estas diferencias en los niveles de expresion
podrian estar detras de las diferencias en la afinidad por sustrato obtenidas en la actividad DAO
de extractos de soja.

Diamino oxidases (DAO) are a group of proteins and genes widely distributed in many species,
including animal, plant and bacterial kingdoms, involved in various cell processes (synthesis of
alkaloids, nitric oxide (NO) and ROS (reactive oxygen species)). This enzyme catalyses the
production of an aldehyde from a primary amine, with the release of hydrogen peroxide. Among
the possible biotechnological applications, the most interesting one is the oxidative capacity of
putrescine and cadaverine. They are biogenic amines that are naturally produced in protein
hydrolysis during putrefaction of tissues, alongside histamine and other biogenic amines.
Preliminary data suggest that soybean (Glycine max) diamine oxidases appear to have some
selectivity against one of these substrates. Therefore, it was proposed, as a prior step to obtaining
the recombinant enzyme, to characterize the soybean diamino oxidases at the genetic and
molecular level.

The study of the soybean genome showed the existence of at least 6 different genes that encode
proteins compatible with DAOs. These proteins showed different chromosomal localization, and
a high degree of homology, with high phylogenetic relationship with respect to the DAOs of other
plant species with accessible sequence. Expression analysis by RT-PCR in etiolated soybean
plants showed a characteristic expression pattern for each GmDAO isoform in the different
tissues analysed. GmDAOQOS5 was specifically expressed in the cotyledons while GmDAO4 was
specifically expressed in the root. GmDAO1, GmDAOZ2, and GmDAOS5 were abundantly expressed
in leaves. These differences in their expression levels could be behind the differences in substrate
affinity obtained in the DAO activity of soybean extracts.
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2.- Introduccion y objetivos

Las diamino oxidasas (DAO) son un grupo de proteinas ampliamente distribuido en los
organismos vivos, incluyendo animales, plantas y hongos (Vianello et al., 1993). Desde un punto
de vista enzimatico son oxidasas (EC 1.4.3.21) que oxidan aminas primarias con la ayuda de O,y
H,0O, resultando en un aldehido y en la produccién de peréxido y NHa.
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Figura 1: Reaccion catalitica realizada por las diamino oxidasas (E.C.1.4.3.21). Imagen proporcionada por KEGG
(Kanehisa & Goto, 2000).

La principal caracteristica que las diferencia entre otras oxidasas parecidas es la presencia del
cofactor Cu (ll) en el sitio activo, el cual cumple un papel fundamental en la reaccién, ademas de
ayudar en la formacién del cofactor redox topa quinona o TPQ (Kumar et al., 1996a). En el caso
de las plantas, se ha descrito la presencia de la enzima en guisantes (Pisum sativum; Padiglia et
al., 1991), soja (Glycine max; Delis et al., 2006), almorta silvestre (Lathyrus cicera; Di Fabio et al.,
2021), lentejas (Lens culinaris, Medda et al., 1996), entre otras.

Desde un punto de vista celular, varios son los procesos en los que estos enzimas estan
implicados. Asi, las diamino oxidasas juegan un papel importante en las respuesta de defensa
de las plantas frente a patdgenos, cicatrizacion de la herida, desarrollo vascular, sintesis de
alcaloides, fragancia y sabor de la fruta, produccién de NO (6xido nitroso) y ROS (especies
reactivas de oxigeno), moléculas implicadas en las respuestas de defensa de la planta
(Tavladoraki et al., 2016).

Figura 2: Modelo de la estructura 3D de la diamino oxidasa de soja. Cada color representa la superficie de una de las
subunidades que forma el homodimero. Imagen realizada con Pymol (Schrodinger LLC, 2015).
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Desde un punto de vista mas estructural, la proteina DAO presenta un péptido sefial en el extremo
N-terminal, que provocara una localizacidon cloroplastica o plastidial predominante (Tabla 5). Por
otra parte, se organiza en homodimeros, teniendo dos partes de la estructura que actuan a modo
de brazos que se prolongan hasta el otro dominio, cerrando de esta manera el centro activo (son
necesarios los dos mondémeros de DAO para que la proteina sea funcional). Véase Figura 2.

Las aplicaciones biotecnolégicas de las DAO son varias, como la administracion de DAOs a
pacientes con intolerancia a la histamina, reduciendo las molestias (Sanchez-Pérez et al., 2018);
sintesis enzimatica de aldehidos, para su aplicacion industrial en sintesis de resinas, colorantes,
fragancias; biosensor de aminas biogénicas, entre otras. La opcidon que suscita mayor interés en
el Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Zaragoza es la ultima, la utilizacidn
de la DAO como biosensor, en concreto de putrescinay cadaverina. Este sensor bioldgico tendria
aplicaciones en la industria alimenticia, al poder medir de manera cuantitativa, o
semicuantitativa, el nivel de putrefaccidon que presenta un alimento.

Resultados preliminares de actividad enzimatica DAO llevados a cabo en extractos de plantas
etioladas de soja sugieren que las DAO de soja presentan una mayor afinidad por sustratos de
tipo cadaverina que frente a putrescina. Estas diferencias no han sido observadas en otras
especies vegetales como el guisante (Medda et al., 1995). Por tanto, es plausible el uso de las
DAO de soja para la creacién del biosensor. Sin embargo, previamente al desarrollo de DAO
recombinante es necesario caracterizar desde el punto de vista genético las DAO de soja e
investigar las bases moleculares que pudiesen explicar esas diferencias en afinidad por sustrato
y que pudiesen ser utilizadas para el disefio de dianas biotecnolégicas especificas.

3.- Materiales y métodos
3.1.- Analisis bioinformatico

3.1.1.- Obtencion de las secuencias de los genes que codifican las diamino
oxidasas de soja (GmDAOs)

Este trabajo se ha basado en 6 genes que codifican diamino oxidasas en tejidos de soja. Dichas
secuencias se obtuvieron a partir de la base de datos Phytozome (Goodstein et al., 2012), en
donde se utilizd la busqueda de similitud por BLASTP (BLAST realizado para las secuencias de
aminoacidos) directamente en la especie vegetal Glycine max Williams 82 (Glycine max
Wm82.a6.v1) con la matriz de comparacion BLOSUMG62. Para ello, se utiliz6 como cebador una
secuencia de DAO de soja procedente del codigo de acceso de NCBI (‘National Center for
Biotechnology Information’) KRH02147.1.

Se hizo un filtrado de los resultados, donde se tuvo en cuenta como criterio basico no utilizar
secuencias con un porcentaje de identidad menor al 50%, debido a que un menor porcentaje
puede llevar a que aparezcan secuencias con dominios similares, pero que en realidad no sean
diamino oxidasas. De esta manera, se pudieron identificar 6 secuencias codificantes para DAO,
las cuales van a ser referidas como GmDAO1 hasta GmDAOS.

3.1.2.- Alineamiento de secuencias de las GmDAO

A partir de los datos obtenidos, se realizaron dos alineamientos, uno para la secuencia de
nucledtidos, en concreto la secuencia de CDS (regién codificadora), eliminando las regiones

Pagina 4 de 22



intrénicas, y un alineamiento de la secuencia de proteina. Los alineamientos se hicieron
mediante Clustal Omega (Sievers & Higgins, 2018) en el caso de las secuencias proteicas, y
ClustalW (Larkin et al., 2007) para la secuencia gendmica de las diamino oxidasas.

A partir de los datos obtenidos del alineamiento, se realizé una matriz de identidad entre los
genes GmMDAO. La matriz de identidad es una representacion en la que se compara, de manera
porcentual, el grado de similitud entre dos secuencias, utilizando datos de alineamiento. Se
utilizé para ello la base de datos Uniprot.

3.1.3.- Andlisis filogenético

Este trabajo presenta dos arboles filogenéticos: uno frente a las secuencias proteicas de las DAO
de soja y otro que incorpora los datos del anterior, pero afiadiendo amino oxidasas de otras
especies.

En el caso del primer arbol, se partié de los datos genéticos obtenidos en Phytozome (Goodstein
etal., 2012), en los cuales se realizé un alineamiento para su posterior construccion filogenética.
En cuanto al segundo arbolfilogenético, se diseid en base a una secuencia proteica que se utilizd
como cebador, en concreto se trata de la diamino oxidasa de soja (Glycine max), o GmDAO1, con
cdédigo de Uniprot ITMRA7. A partir de este dato, se realizé una busqueda por BLAST (‘Basic Local
Alignment Search Tool’) con la base de datos de Uniprot (Bateman et al., 2023) de proteinas que
presentasen cierta nivel de parentesco.

Por ultimo, ambos arboles se realizaron a partir del programa bioinformatico MEGA11 (Tamura et
al., 2021). Los arboles se construyeron con el método estadistico de maxima verosimilitud, con
un Bootstrap de 500 y el método de sustituciéon de Jones-Taylor-Thornton (JJT).

3.1.4.- Bases de datos de expresiones de genes y abundancia proteica

Ademas de las bases de datos que contienen informacién sobre la proteina, como Uniprot
(Bateman et al., 2023), y del genoma, como GenBank, Gramene o Phytozome para plantas
(Benson et al., 2013; Goodstein et al., 2012; Tello-Ruiz et al., 2022), existen otras bases de datos
que recaban informacién de caracter émico. Este es el caso de datos de transcriptémica,
protedémica, metaboldmica, etc. En el caso de este trabajo, se utilizd una base de datos
relacionada con la expresiéon de genes, eFPBrowser.

eFP Browser (Winter et al., 2007) es un servicio creado por la entidad BAR (‘the Bio-Analytic
Resource for Plant Biology’), de la universidad de Toronto. Se utilizé la variante eFP Plants, la cual
se conecta a una variedad de paginas web relacionadas con la interactémica y transcriptémica,
mostrando los datos de una manera visual. Se introdujeron las secuencias de las DAO para ver si
esta base de datos proporcionaba informacidon de diferencias de expresién segun el tejido de la
planta.
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3.2.- Trabajo experimental

3.2.1.- Cultivo de plantas etioladas de soja

Se sembraron semillas de soja (Glycine max L. Williams) en una bandeja utilizando una mezcla
de perlita/vermiculita al 50% durante dos semanas. Las plantulitas fueron cubiertas durante su
germinacién con papel de aluminio para evitar el contacto con la luz (plantas etioladas). Al final
de su crecimiento, ya mostraban un tallo alargado y las primeras hojas verdaderas, las cuales
podian estar parcialmente tapadas por el cotiledén o tegumento, o estar totalmente abiertas,
ademas de una raiz con pocas ramificaciones. Ejemplo de esta descripcién es la Figura 3.
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Figura 3: Plantulas etioladas de soja (Glycine max) tras ser retiradas de la tierra. Las flechas indican los diferentes
tejidos que se utilizaron en el proyecto.

Estas plantas etioladas son las utilizadas para la obtencién de extractos a los que se determina
la actividad DAO.

3.2.2.- Extraccion y conservacion de los diferentes tejidos

La finalidad de este trabajo es observar las diferencias de expresiéon de las DAO entre los tejidos
de la planta, por lo cual es necesario una correcta separacién de los mismos. Una vez eliminados
los restos de perlita/vermiculita presentes en la raiz, se corto la raiz, se separaron los cotiledones
y se cortaron las hojas verdaderas, dejando el tallo libre de otro tejido. Cada tejido se guardd en
un papel de aluminio debidamente marcado, sumergido en un tanque que contenia nitrégeno
liguido y almacenado a -80 °C hasta su uso posterior.

3.2.3.- Aislamiento de acido ribonucleico (ARN)

Extraer ARN de alta calidad a partir de plantas puede suponer un desafio importante si lo
comparamos con otras especies en las que no es posible el uso de kits comerciales . Esto es
debido a que el tejido vegetal contiene polifenoles y otros compuestos que, durante la extraccion,
se pueden adherir al RNA y precipitar con ellos. De esta manera, en este trabajo, se intentaron
columnas de purificacion (kit RNeasy de QIAGEN), pero se llegd a la conclusién, a partir de
ensayo y error, que los métodos idéneos para el aislamiento de RNA son los basados en trizol (o
TRIzol, tiocianato de guanidinio) y los basados en CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio).

3.2.3.1.- Método del trizol

El protocolo del TRIzol es comunmente usado para el aislamiento de ARN total en muestras
vegetales, sobre todo de tejido verde (hojas). En este caso, se utilizaron 0,2 g de tejido congelado,
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el cual se trituré con un mortero hasta formar un polvo blanquecino fino, afiadiendo de vez en
cuando nitrégeno liquido para mantener el tejido congelado y, por tanto, la actividad de
determinadas enzimas como las RNasas controlada. Las muestras se trasfieren a tubos
eppendorf de 2 ml, en los cuales se anadio 1 ml de trizol por cada 100 mg de tejido molido. Se
agito con vortex durante 15 s para que homogenice bien y se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Luego, por cada ml de trizol, se afiadieron 200 pl de cloroformo. Se agitd de
nuevo con vortex y la muestra se incubd a T2 ambiente durante 2 min. Seguidamente, la muestra
se centrifugd a 10000 rpm, 15 minutos y 4 °C (Beckman Allegra™ 21R). Esta centrifugacion
provoco la separacion de dos capas o fases: una acuosa, la de interés, y una organica,
conteniendo material contaminante (proteinas, azucares, etc.). Se recuper¢ la fase acuosa y se
anadi6 500 pl de isopropanol, incubandose durante la noche a -20 °C.

Tras esta incubacién a la que se afadié 500 pl de isopropanol, dejandose incubar durante la
noche a -20 °C, la muestra se centrifugd a 12000 rpm, 30 minutos y 4 °C. Se elimind el
sobrenadante y manteniendo el pellet, conteniendo el ARN. Este pellet fue lavado con 400 plde
etanol 75% + DEPC (dietil pirocarbonato, reduce elriesgo que el ARN se degrade por la accion de
las RNasas). Se volvio a centrifugar durante 10 min con los mismos parametros, se eliming el
sobrenadante y se dejaron secar los tubos al aire. Por dltimo, la muestra se resuspendié
suavemente con agua + DEPC (20-70 pl). Se detect6 la concentracion de ARN medible mediante
la absorbancia 260/280 nm por NanoDrop. Se calculé midiendo la absorbancia a 260 nm en el
nanodrop, utilizando un coeficiente de extincidn de 40. Las muestras se almacenaron en el
congelador de -80 °C para su posterior uso en la sintesis de cDNA.

3.2.3.2.- Método del CTAB

Este proceso se utiliza especialmente con material con alto contenido en albumina o azlcares
como la semilla, o tejido no fotosintético como la raiz. El protocolo es el descrito en (Claver et al.,
2017).

Se parte de 0,3 g de una muestra de tejido vegetal, que fueron molidos en un mortero de ceramica
aplicando nitrégeno liquido en intervalos para que la muestra se mantenga congelada. El polvo
fino resultante se transfirié atubos de 2 ml, donde se afiadieron 500 ul de tampdn CTAB (4% CTAB,
100 mM TrisHCLl pH 8, 20 mM EDTA pH8, 1,4 M NaCly 1% PVP (polivinil pirrolidona)) previamente
calentado (55 °C), junto a 10 pyl de B-mercaptoetanol (0,28 M). Las muestras se mezclaron
fuertemente con el vortex durante aproximadamente 1 minuto, lo suficiente como para que esté
homogéneo. Seguidamente, se incubaron durante 15 minutos a 55 °C, favoreciendo la mezcla
mediante inversion del tubo cada 5 min. Luego, se afiadieron 500 pl de cloroformo:isoamil
alcohol 24:1 (v/v), se mezclaron los liquidos por inversion durante dos minutos y se centrifugaron
a 12.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Este paso provoc6 que la muestra se separe en dos fases:
una fase organica donde se encontré el ARN y una fase organica donde se deposita el resto del
contenido celular, ambas separadas por una interfase. Se dejaron en hielo durante 20 minutos
para que las fases se diferencien y precipiten correctamente. A continuacién, se extrajo la fase
acuosa (capa superior) en un nuevo tubo de 1,5 mly se afadieron 300 pl de cloroformo:isoamil
alcohol 24:1. Se volvié a centrifugar durante 5 minutos, tras lo cual la muestra se incubd en hielo
durante 10 min. Se recuperé de nuevo la fase acuosa en un nuevo tubo (tubo final), donde se
mezclé con LiCl4M Yy se dejo precipitar el ARN durante la noche.
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En el segundo dia, las muestras del dia anterior se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 minutos
a 4 °C. El ARN pudo precipitar completamente a partir de este punto, por lo cual se retird el
sobrenadantey se afiadieron 200 plde LiCl 0,8 M, mezclando suavemente. Se centrifugd a 12000
rpm durante 5min a4°C, seretiré el sobrenadante y se lavé el pellet con 200 ul EtOH 70% + DEPC
y se realiz6 una centrifugacion adicional a 12000 rpm durante 5 miny a 4 °C para recoger todo el
precipitado posible. Se descarté el sobrenadante y se dejé secar al aire durante 15 min. Por
ultimo, se resuspendié con cuidado el pellet con 30 pl de agua + DEPC estéril. Se almacenaron
las muestras en el -80 °C para su posterior utilizacion.

3.2.4.- Obtencién de cDNA por el método de Superscript 11

La sintesis de cDNA se produce utilizando una enzima, la transcriptasa reversa, que es capaz de
sintetizar una hebra simple de ADN utilizando ARN como molde y un cebador complementario
en 3’ que inicie la reaccién.

El protocolo se divide en dos partes: tratamiento con DNasa y sintesis de cDNA propiamente
dicha. En todas las muestras se decidid realizar el tratamiento de DNasas previo a la medicidon de
ARN total por NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™), permitiendo un dosaje mas preciso debido
alempleo de la DNasa, ya que permite la eliminaciéon del ADN gendmico presente en la muestra.
Para el tratamiento DNasa, se utilizaron 10 pl de ARN, los cuales se mezclaron con 1 ul de DNasa
(Roche) y 2,5 ul de agua DEPC. Se incubé a 37 °C durante 20 minutos y se inactivé la DNasa
mediante 0,6 ul EDTA 0,2 My 10 min de incubacién a 75 °C. Por ultimo, se recogié la muestra
mediante microcentrifuga (Eppendorf miniSpin) y se pudo cuantificar el ARN total.

Para la segunda parte del protocolo, en la que se lleva a cabo la sintesis de cDNA propiamente
dicha, se partié de 5 pg de ARN en un volumen inicial de 9 pl, por lo que se calculé la cantidad
necesaria de muestra para alcanzar ese valor con los datos de absorbancia del NanoDrop. Luego,
se anadio 1 plde oligodT (Tz) 50 uMy 1 plde dNTPs 10 mM (Biotools) y se incubd durante 5 min a
65 °C para que el cebador se una correctamente (annealing). Seguidamente, se puso en hielo 10
min (evitar estructuras secundarias del ARN) y se recogié por spin (homogeneizado). A
continuacion, se anadié a la muestra 4 ul de ‘First strand buffer’ (Biotools), 1 ul DTT, 1 yl RNasa
OUT (Invitrogen™) y 1 pl de la transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen™). La sintesis de
cDNA se produjo a 50 °C, durante 50 minutos. Se inactivé la transcriptasa reversa por calor
durante 5 mina 85 °C. Se incubd en hielo 2 min, se recogié por spin de microcentrifugay se afiadié
1 pl de RNasa H (Thermo Scientific™) para eliminar el ARN de la reaccién, incubando la muestra
a 37 °C, 20 minutos. Tras esto, la muestra se guardé en el congelador de -20 °C hasta su uso.

3.2.5.- Analisis de expresion génica mediante RT-PCR

La técnica de RT-PCR, permite estudiar la expresidon génica a partir de la amplificacion por PCR,
utilizando cebadores especificos del gen diana, y cDNA obtenido a partir de ARN total como
molde. La representatividad de cada gen es proporcional a los niveles de transcrito (ARNm) en el
tejido original.

En todas las muestras se han utilizado estas proporciones para realizar la PCR, a excepcion de la
PCR con los cebadores de DAO5 y DAO6 dado que, al usarse un primer reverso comun para
ambas secuencias, es necesario aumentar la cantidad utilizada. En esos casos, se empled 3 pl
envez de 2 pl. Las cantidades utilizadas se muestran en la Tabla 1.
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Volumen utilizado para realizar la PCR (pl)

. Cebador Cebador Taq
Tampon MgClL, dNTPs . .
cDNA directo reverso H.O0 polimerasa Vol. total
x10 (50 mM) (10 mM)
(10puM) (10puM) (5U/10pl)
3,5 2 2 2 2 2 5,5 1 20

Tabla 1: Cantidades utilizadas en un experimento tipo de PCR de este trabajo

Los cebadores empleados se muestran en la Tabla 2.

Gen Cebador Secuencia 5’3’ Tm (°C)
F_DAO1 GTTGTCTCTGTAACACCACTG 47
GmDAO1
R_DAO1 GTATAATGCCACCGTCGTGA 47
F_DAO2 CCTTCTCTCCCCGCGAAACGT 53
GmDAO2
R_DAO2 CGGAGAAGGTGGTGCAAGC 50
F_DAO4 CATATTTTGACAGCAAGATTGTTC 45
GmDAO4
R_DAO4 ACTTGATGTTGGGTCCATG 44
F_DAO5 TACACTGTTCTCAATCCTCATG 46
GmDAOS5
R_DAO5/6 GCATAGGGTATCCATTTCCTTC 48
GmDAO6 F_DAOG6 GCAGCCGTTGGCCCATTGCAACTGA 58
R_DAO5/6 GCATAGGGTATCCATTTCCTTC 48
. GmACTF ATTGTAGGTCGTCCTCGTC 46
GmActina
GmACTR TTGCATAAAGTGAAAGAACAG 41
18SADN 18SADNrF AGCCTGCGGCTTAATTTGAC 52
r
18sADNrR CAACTAAGAACGGCCATGCA 52

Tabla 2: Cebadores y condiciones utilizadas para la PCR

La actinay el 18SADNTr son genes ‘housekeeping’, los cuales son considerados estables y cuya
expresion no varia entre tejidos o entre tratamientos. En el caso de las rampas de temperatura,
se siguio este esquema general:

Figura 4: Esquema de ciclos del termociclador seguidos para realizar la PCR

Las uUnicas variaciones que se hicieron en cada PCR fueron la Tm utilizada, ya que depende de
los cebadores utilizados.

3.2.6.- Electroforesis en gel de agarosa de acidos nucleicos

Para poder observar los acidos nucleicos de una muestra, es necesario realizar técnicas de
visualizado. Entre ellas, la mas empleada es la electroforesis en gel. Este método se empled para
el analisis de los productos de la PCR y comprobar la presencia e integridad del ARN antes de
realizar el cDNA.
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Para empezar, se utilizaron 50 ml de tampén TBE 1x (Tris-HCL 90 mM, pH 8, H;BO3; 90 mM y EDTA
2 mM) y se peso agarosa (1,5%) en el granatario. Luego, se afadieron 4 pl de SYBR® safe
(Invitrogen) y se dej6 polimerizar a temperatura ambiente en un molde.

El tratamiento de las muestras previo a la electroforesis es distinto segun si se trata de ARN o
ADN. En el primer caso, a 1 plde RNA, se le ahadié 5 yl de formamida 5% y 4 pl de agua ultrapura
(milliQ). Se calentd durante 10 min a 55 °C y se pudo anadir directamente al gel tras esperar el
tiempo requerido. Para muestras de ADN, se parti6 de 20 pl, a los cuales se les anadié 5 pl de
tampon de carga (0,025 g Orange G, 3 ml gliceroly 7 ml de H,O milliQ). Por ultimo, se cargé todo
elvolumen (20 pl) en el gel.

Las muestras preparadas se cargaron una por pocillo, al lado de ellas se situé un marcador de
peso molecular, GeneRuler DNA Ladder mix (Thermo Scientific™), cargando 4 pl. Los geles se
introdujeron en camaras de electroforesis y se dejaron migrar durante 20 minutos
aproximadamente, con un voltaje de 100 V, una corriente de 80 mA y una potencia de 50 W. Por
ultimo, se visualizé mediante ultravioleta del equipo ‘Bio-Rad Universal Hood II’.

4.- Resultados y discusion

4.1.- Caracterizacion genética de las diamino oxidasas de soja

Segun el criterio descrito en el apartado 3.1.1., hemos localizado 6 genes DAO en el genoma de
soja. Cada secuencia se localizé en distintas regiones cromosdmicasy en distintos cromosomas.
Las secuencias de los diferentes genes GmDAO en soja presentaban una serie de caracteristicas
similares. Todos ellos codifican para proteinas de tamano muy similar (673-678 aminoacidos)
con secuencias codificantes también muy similares, superiores a los 2 kb (Tabla 3). Se trata por
tanto de proteinas relativamente grandes. En todos los casos las secuencias gendmicas
contenian intrones en un nimero variable (4-5 intrones en cada secuencia; Figura 5). Debido a la
presencia de secuencias intrénicas en la secuencia gendmica, el analisis gendmico mostrd la
posibilidad de que en algunas de las isoformas de GmDAO pudiesen existir variantes de
“splicing”. Es el caso del gen GmDAOQO1 (2 variantes de splicing), GmDAQOS3 (1 variante de splicing),
o0 GmDAOS (2 variantes de splicing). Estas variantes de splicing son muy frecuentes en sojay
pueden dar lugar a formas truncadas de las proteinas que pueden presentar diferente actividad
o localizacién subcelular (Roman et al., 2012).

Otro aspecto interesante derivado del estudio de las secuencias gendmicas de los genes GmDAO
es la disposicién cromosdémica de los mismos. Asi, en el cromosoma 20, encontramos las
secuencias de las GmDAO4, GmDAO5 y GmDAOG6 en configuracién de tdandem (véase Tabla 3).
Esta estructura en tandem sugiere la posible existencia de una unidad de expresién funcional, de
tipo policistrénico, que sugiere, a priori, un sistema de regulacién de esos tres genes diferente del
de GmDAO1, GmDAO2y GmDAQOS.

Nombre Cédigo de Localizacion cromosémica Secuencia Secuencia
acceso codificante peptidica
(pb) (aa.)

Gm17:1445647...1448780
GmDAO1 KRH02147.1 ) 2025 675
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Gm01:8695401...8702097

GmDAO2 KRH75095.1 ) 2019 673
Gm02:11606465...11613342

GmDAO3 KRH70957.2 +) 2034 678
Gm20:38350993...38354540

GmDAO4 KRG91282.1 ) 2028 676
Gm20:38357144...38362272

GmDAOS5 KRG91283.1 ) 2028 676
Gm20:38368693...38372734

GmDAO6 KRG91286.1 2034 678

(+)

Tabla 3: Caracteristicas generales de las diamino oxidasas de soja.

| i — T -
Glyma.17G019300.1
GmDAO1: P 1 S gy IR — — —_ -
Glyma.17G019300.3
i i — ——
Glyma.17G019300.2
. [ -
GmDAO2: Glyma.01G062400.1
| I—=+
Glyma.02G120600.1
GmDAO3:
| -+
Glyma.02G120600.2
u — — —
GmDAO4: Glyma.20G145100.1
| -— —
Glyma.20G145200.1
GmDAOS: . ) J—_—
Glyma.20G145200.3
| - — [
Glyma.20G145200.4
GmDAOEG: I T — I

Glyma.20G145300.1
Figura 5:Estructura gendmica de las secuencias de los genes GmDAO. Se indica el numero de acceso de cada gen, su

localizacion cromosdmica y la distribucion de exones (rectangulos) e intrones (lineas) en cada secuencia. En aquellos
casos en los que el analisis gendmico mostrd al posible existencia de variantes de splicing, éstas se muestran para
cada gen GmDAO.
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4.2.- Alineamiento y matriz de identidad de las GmDAO

Como se puede observar en la Figura 6, las diamino oxidasas son proteinas remarcablemente
similares, aun habiendo entre ellas diferencias significativas en el porcentaje de identidad. Entre
los residuos, los mas relevantes son aquellos que forman parte del sitio activo: el 4&cido aspartico
(D335), que actlla como aceptor de protones, la tirosina (Y423), la cual es modificada a TPQ
(topaquinona) y los residuos de histidina (H478, H480 y H640) los cuales forman una estructura
piramidal junto al Cuy dos moléculas de agua (Kumar et al., 1996b).
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Figura 6:Alineamiento de secuencias proteicas de las DAO de soja. La estrella indica el residuo aceptor de protones
ubicado en el centro activo, el circulo indica el residuo que se modifica postraduccionalmente a topaquinona (TPQ), la
cual actua como mediador de la reaccion enziméatica junto a la ayuda del cofactor de cobre y el aceptor de protones y
los tridngulos sefalan los residuos por donde el Cu se une.

Pagina 12 de 22



Analizando los residuos que rodean el acido aspartico del centro catalitico, se encuentran
diferencias entre las distintas diamino oxidasas. Primero, el aminoacido situado en la posicion
331 del alineamiento (Figura 6), a excepcion de GmDAO5 y GmDAOQOSG, es lisina (K331), aminoacido
basico que tiene una cadena lateral larga. Mientras tanto, GmDAQO5 presentan en esa posicion
una treonina (T331), residuo polar nucleofilicoy GmDAOG6 una alanina (A331), aminoacido apolar
con una cadena lateral corta (-CHs;). Dicho residuo se sitla cerca del cofactor, por lo que la
disminucion del tamano de la cadena lateral implicaria un aumento del espacio libre y, por tanto,
un aumento de las cavidades cercanas. Ademas, la lisina puede interaccionar con TPQ mediante
un puente de hidrégeno, dificilmente realizable por los otros residuos. Por otra parte, el residuo
anterior al acido aspartico esta bastante conservado, siendo este una fenilalanina (F334). Este
dato no se cumple en el caso de GmDAOA4, teniendo una leucina (L334). ElLcambio es de especial
relevancia porque la cadena lateral pasa de ser un anillo aromatico a ser un isobutilo, perdiendo
las posibles interacciones de apilamiento (interacciones m — 1) y ganando interacciones no
covalentes hidrofébicas. Por otra parte, el alto nivel de desorden localizado en el extremo N-
terminal de las proteinas puede indicar la existencia de un péptido senal. Esto es confirmado
mediante los datos de prediccién proporcionados por Uniprot y estructuras tridimensionales de
otras diamino oxidasas como la de guisante (Kumar et al., 1996b).

Los datos de alineamientos se suplementan con la matriz de identidad (Tabla 4). En ella, se puede
observar que GmDAO1 esta muy distanciada, en lo que se refiere a porcentaje, de las demas
DAO. Por otra parte, GmDAO2 y GmDAO3 no distan mucho, como se puede observar en el
gradiente de colores. También es el caso de GmDAO5 y GmDAOQOSG.

GmDAO1 GmDAO2 GmDAO3 GmDAO4 GmDAOS GmDAOG6
68,16 68,01 60,06 58,35 57,89
78,77 58,22 57,55 56,65

GmDAO1
GmDAO2 68,16

GmDAO3 68,01 78,77 59,55 58,17 58,32
GmDAO4 60,06 58,22 59,55 67,96 66,87
GmDAOS 58,35 57,55 58,17 67,96
GmDAOB6 57,89 56,65 58,32 66,87

Tabla 4: Matriz de identidad de las diaminooxidasas de soja. Los datos se presentan en forma de porcentaje (%)

4.3.- Arbol filogenético

Con el fin de estudiar la similitud filogenética de las diamino oxidasas de soja (GmDAOQO), se
construyeron dos arboles filogenéticos. EL primer arbol muestra el alineamiento de las 6
secuencias proteicas de GmDAO de soja, utilizando Clustal Omega (Sievers & Higgins, 2018) y
FigTree (FigTree, n.d.). En el segundo arbol se utilizaron 14 secuencias proteicas de proteinas DAO
alineadas mediante el método Clustal Omega, pertenecientes de 9 especies distintas,
incluyendo soja (Figura 8). Los nombres y los niumeros de acceso de cada uno son los siguientes:
Glycine max; GmDAO1 (KRH02147.1), GmDAO2 (KRH75095.1), GmDAO3 (KRH70957.2),
GmDAO4 (KRG91282.1), GmDAO5 (KRG91283.1) y GmDAO6 (KRG91286.1), Cicer arietinum
(XP_004508349.1), Trifolium subterraneum (GAU41594.1), Pisum sativum (AAA62490.1), Lens
culinaris (AAB34918.3), Phaseolus vulgaris (ESW26286.1), Abrus precatorius (XP_027332827.1),
Cajanus cajan (KYP58168.1) y Vigna radiata var. Radiata (XP_014490689.1).
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Figura 7: Arbol filogenético de las DAO de soja.
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Figura 8: Arbol filogenético de las amino oxidasas en plantas. Los colores se realizaron con el gradiente de color por
Bootstrap.

Taly como se puede observar en el arbol filogenético (Figura 7), las diamino oxidasas de soja se
organizan en distintos clados. El primer clado estd compuesto por GmDAO2 y GmDAOQO3, el
segundo clado por GmDAO1 y el tercer clado por GmDAO4, GmDAO5 y GmDAOS6. Esta
distribucion se sigue conservando en el arbol 2, cuando se incluyen secuencias DAO de otras
especies (Figura 8), estando la GmDAO1 en el clado 1, cerca de la amino oxidasa de Phaseolus
vulgaris y de Cajanus cajan; GmDAO2y GmDAOS3 en el segundo clado, junto con la DAO de Vigna
radiata vy, por ultimo, GmDAQO4, GmDAO5 y GmDAOG6 en el clado 3, separados de demas
secuencias. La distribucidn de las secuencias proteicas de Glycine max es la esperada, teniendo
en cuenta los resultados obtenidos en la matriz de identidad (Tabla 4). Por otra parte, los datos
de alineamiento (Figura 6) muestran que, aun habiendo dichas diferencias, las secuencias
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presentan regiones con alta conservacién. Esto puede ser debido a que residuos implicados en
la actividad del enzima, tales como en la actividad oxidasa, residuos que promueven la formacion
de los homodimeros, conservacion de su estructura tridimensionaly zona de reconocimiento del
péptido senal, estan muy conservados.

4.4.- Expresion de las diamino oxidasas de soja en plantas etioladas

La expresion se observé mediante RT-PCR a partir de cDNA de cada tejido, utilizando ARN total
como molde. Se realizé la amplificacion con cebadores, directos y reversos, de GmDAOT,
GmDAO2, GmDAO4, GmDAOS5 y GmDAO6. No se pudo encontrar unos buenos cebadores
especificos para GmDAOS3. Por otra parte, se utilizé el mismo cebador reverso parala GmDAO5 y
para la GmDAOS (similitud de secuencia), pero cebadores directos especificos de cada uno.

Tras el aislamiento, se observo la integridad y estado del ARN total mediante un gel de agarosa,
donde se podian observar dos bandas predominantes, los ARN ribosémicos 28S (banda superior)
y el 18S (banda inferior), caracteristicos de las células eucariotas. En el caso de que en la
electroforesis se mostrase un gradiente, o lo que se suele denominar como ‘smear’, seria
indicativo de degradacién del ARN, dejando inservible la muestra para la sintesis de cDNA.

L

5
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Figura 9: Gel de ARN total de los diferentes tejidos de soja. La banda superior corresponde al ARN ribosémico 28S 'y
la banda inferior al ARN ribosémico 18S.

Segun los resultados obtenidos (Figura 9), se obtuvo un buen ARN, observando dos bandas claras
indicativas de la presencia del ARN mas abundante, el ribosémico y ausencia de degradaciones.

Tras el aislamiento del ARN total se procedioé a la obtencién del ADN complementario (cDNA) a
partir del ARN mensajero segun el protocolo descrito en el apartado 3.2.4. de metodologia. Tras
la obtencion del cDNA se realiz6 una primera RT-PCR con sendos genes control o
“housekeepening”. Por definicidn la expresidn de estos genes control o “housekeeping” debe ser
estable y no variar en los tejidos o en las condiciones del experimento a analizar. Los resultados
mostraron expresion de ambos genes control 78SrDNA (que codifica el 18S rRNA ribosdmico) y
ACTINA (que codifica la proteina actina, que forma parte del citoesqueleto y es una proteina
abundantey estable). En estudios de expresiéon que utilizan la metodologia de PCR, tanto RT-PCR
como gPCR, es aconsejable la utilizacién de al menos dos genes control que permitan analizar
de forma adecuada la expresion de nuestros genes diana. Taly como se observa en la Figura 10,
ambos genes control mostraron expresion en todos los tejidos analizados.
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A continuacién, analizamos la expresion mediante RT-PCR de los genes GmDAO identificados a
nivel genémico con la excepcion del gen GmDAOS para el que no pudimos disefiar cebadores
especificos. Los resultados se muestran en la Figura 10. Se obtuvieron 7 amplicones, con las
siguientes longitudes: 627 pb para GmDAO1, 278 pb para GmDAQOZ2, 313 pb para GmDAO4, 389
pb para GmDAQO5 y GmDAOG6, 332 pb parala GmACTINAy 120 pb para el 78SrDNA.

En el caso de los genes de la diamino oxidasas (GmDAQO) de Glycine max analizados, los
resultados de expresion mostraron patrones especificos de expresion en los diferentes tejidos
dependiendo del gen analizado. Asi, GmDAO7y GmDAO2 mostraron un alto nivel de expresion
en tejidos fotosintéticos (o tejido verde): las hojas verdaderas y los tallos. Cabe destacar que en
el caso de GmDAOT1, su expresion era similar, mientras que para GmDAO?2, la expresidon en hojas
era muy alta mientras que en tallos los niveles de mMARN eran mas bajos (Figura 10). Por el
contrario, GmDAO4 fue la Unica diamino oxidasa cuya expresion se detectd en la raiz (Figura 10).
Curiosamente, GmDAO4 no mostrd expresion en hojas o tallos como se observé para GmDAO1
y GmDAO2. En la RT-PCR de GmDAO4 se observaron productos de amplificacién tanto en
cotiledones como en hojas, pero sin un tamano preciso (Figura 10). Esto podria deberse a una
amplificacién inespecifica de los cebadores o a la presencia de formas de “splicing” alternativo
que, sin embargo, no eran detectadas en el estudio genémico (Figura 5). Los resultados obtenidos
con GmDAOS resultaron interesantes, ya que a diferencia de GmDAO7T o GmDAQ2, se detectd
una expresidon abundante en el cotiledén o tegumento (Figura 10), siendo el Unico gen GmDAO
con expresion inequivoca en este tejido. Por ultimo, no detectamos expresion significativa del gen
GmDAOG en las condiciones experimentales de este trabajo lo que sugeriria una menor expresion
de este gen en comparacion con el resto.

En definitiva, GmDAO1, GmDAO2, GmDAO4 y GmDAO6 mostraron un patrén diferente de
expresion en cada tejido analizado.

Los genes GmDAO1, GmDAOZ2 y GmDAOS5 mostraron expresion en hojas. Un dato que apoyaria
la importancia de estos genes en este tejido es la presencia de un péptido sefial en estos genes
con localizacion plastidial. Esta hipotesis se corrobord con la herramienta de prediccién de
localizacion subcelular WolfPsort (Horton et al., 2007). La mayor parte de las diamino oxidasas
mostraron una localizaciéon preferencialmente como proteinas del cloroplasto o plastidiales, a
excepcion de GmDAO1 y GmDAOG6, que mostraron una localizacidon preferencialmente en el
citoplasmay en la vacuola, respectivamente. Estos datos son informativos y no son definitivos,
al provenir de predicciones, pero pueden ayudar a interpretar los resultados de expresion.

Nivel de prediccidon de la localizacion subcelular (cuanto mayor nimero, mejor)

Cloroplasto Citoplasma Vacuola Nucleo R.E. Extracelular Mitocondrial

GmDAO1 1 4 2 1 3 1 1
GmDAO2 7 2 2 1 1 1 1
GmDAO3 5 4 2 1 1 1 1
GmDAO4 5 2 1 1 1 2 2
GmDAO5 7 1 2 2 1 1 1
GmDAO6 1 2 4 1 2 1 1
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Tabla 5: Datos de prediccion de localizacion subcelular de las diamino oxidasas de soja segun su secuencia proteica.
Se realiz6 mediante WolfPsort. Numeros en negrita son aquellos con mayor probabilidad.

GmDAO1

GmDAO4

GmDAO6

18SrDNA

T 2
s la“’dll. ;

m

L
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GmDAOS5

ACTINA

Figura 10: Niveles de expresion de los genes diamino oxidasa de soja segun el tejido. En cada gel se analizé 1 gen

DAO, seguido de un marcador de peso molecular (GeneRuler).
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En definitiva, los resultados de expresidn sugieren que las diamino oxidasas en soja forman un
sistema bioldgico complejo en el cual un tejido expresa diferentes DAO y que, seguramente,
tengan controles de regulacion distintos. Se producira sobre todo en los cotiledones, ya que esta
estructura tiene un sistema de regulacion de la trascripcion muy alejado de los otros tejidos,
debido a su parentesco con la semilla.

Por otra parte, la comparacién de estos resultados con las medidas de actividad de extractos de
la parte aérea de soja sugiere la necesidad de llevar a cabo medidas de actividad especificas para
cada tejido de forma individualizada (y no a partir de la mezcla de hojas, tallos y cotiledones
utilizada actualmente) que podrian permitir analizar de forma mas precisa, la diferente afinidad
para putrescina y cadaverina identificada en esos extractos.

También, al observar los niveles de expresion de los diferentes genes GmDAO en tejido
fotosintético de la planta, seria interesante la obtencién de muestras de tejidos de soja crecidos
en luz, pudiendo recabar incluso mas informacién e incluso poder disefiar un protocolo de
enriquecimiento de diamino oxidasas si la abundancia de ellas es lo suficientemente alta, sin
necesidad de realizar una aproximacion mediante tecnologias recombinantes.

4.5.- Analisis bioinformatico de la expresion de los genes GmDAO en plantas de soja

Los datos de expresién se obtuvieron gracias a eFP Browser (Winter et al., 2007), brindando un
aspecto visual a los resultados de los experimentos émicos. Las GmDAO que se han podido
encontrar han sido las siguientes: GmDAO1, GmDAO2, GmDAO3 y GmDAO6. Hay que tener en
cuenta que este estudio se basa en datos transcriptémicos de plantas cultivadas en luz a
madurez (producciéon de semilla) y, por tanto, los resultados no son comparables con los
obtenidos por nosotros en plantas etioladas.

Plant eFP: Glyma.17G019300 Plant eFP: Glyma.01G062400

GmMDAOT GmDAO2 -

99% ‘Groan Pods BT7%
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Root 1p
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2 23F) Masked (2100% RSE}

Plant eFP: Glyma.02G120600 Plant eFP: Glyma.20G 145300
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Figura 11: Representacion visual de los datos de transcriptdmica proporcionados por eFP Browser de soja (Waese et
al., 2017). El gradiente de color esta basado en la cantidad absoluta de datos sobre ese gen.
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Observando la Figura 11, se pueden extraer dos resultados o conclusiones. La primera es que los
genes GmDAO se expresan a niveles bajos en la planta de soja. Esto puede ser debido a que las
DAO son enzimas que pueden estar mas expresadas en situaciones de estrés, implicando un
sistema de regulacion fino. En cuanto a la segunda conclusion, es que no se aprecian diferencias
en la expresion de los genes DAO entre los diferentes tejidos de plantas maduras de soja (raices,
tallos, hojas), con alguna diferencia en el caso de GmDAO7 (mayor expresion en la punta de la
raiz),y GmDAO2, GmDAO4 y GmDAOG en las vainas de las semillas (Figura 11).

5.- Conclusiones

La soja (Glycine max), presenta 6 genes que codifican proteinas con homologia a las traducen
diamino oxidasas (DAQO). Estos 6 genes DAO presentan un patrén complejo de expresion en
plantas etioladas, con diferencias en los niveles de expresidon en los diferentes tejidos de la
planta. Tanto la existencia de diferentes isoformas de las DAO en soja como su diferente patrén
de expresion podrian estar relacionados con las diferencias en actividad y la afinidad por sustrato
frente a putrescina y cadaverina en experimentos previos realizados sobre extractos de plantas
de soja etioladas.

Por tanto, el analisis de actividad en cada tejido de forma especifica podria aportar informacion
béasicay valiosa para el uso biotecnolégico de la DAO de soja, en este caso, para la realizaciéon de
un biosensor selectivo a putrescina o cadaverina.

The soybean plant (Glycine max) has 6 genes that encode proteins with homology to the diamine
oxidases (DAQO). These 6 GmDAO genes show a different complex expression pattern in etiolated
plants, with differences in expression levels in different plant tissues. Both the existence of
different DAO isoforms in soybean as well as their different expression pattern could be related to
the differences in activity and affinity for substrate against putrescine and cadaverine observed in
previous experiments carried out on extracts of etiolated soybean plants.

Therefore, the analysis of activity in each tissue specifically could provide basic and valuable
information for the biotechnological use of soybean DAOQ, in this case, for the development of a
selective biosensor for putrescine or cadaverine.
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7.- Anexos
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