Universidad de Granada

Estacion Experimental del Zaidin (CSIC)

Departamento de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular de Plantas

“ - a

Caracterizacion molecular del polimorfismo de las profilinas

en el polen de olivo y otras especies alergogénicas

Tesis doctoral

José Carlos Jiménez Lopez

Granada, 2008



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: José 6Carlos Jiménez Lopez

D.L.: Gr. 894-2008

ISBN: 978-84-691-4573-9






Caracterizacion molecular del polimorfismo de las profilinas

en el polen del olivo y otras especies alergogénicas

Memoria presentada por el Licenciado en Ciencias Bioldgicas

D. José Carlos Jiménez Lopez para optar al grado de Doctor

Fdo.: José Carlos Jiménez Lipez

Ve B

Los directores de la tesis doctoral

Fdo.: Dr. 7.D _Alché Ramirez Fdo.: Dra. M.1. Rodriguez Garcia
Cientifico titular del CSIC Profesor de investigacion del CSIC






Este trabajo ha sido realizado en la Estacion
Experimental del Zaidin (CSIC), en el grupo de
investigacion ~BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE
PLANTAS (grupo PAIDI BIO-283), gracias a la
concesion de una beca predoctoral I3P-BPD-2002 del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).
El trabajo ha sido financiado a través de los proyectos
de investigacion BMC2000-1484 (Ministerio de Ciencia
y Tecnologia), BFV2004-00601/BFI y AGL2003-00179
(Ministerio de Educacion y Ciencia) y HA2004-0094

(programa de acciones integradas, Ministerio de

Educacion y Ciencia)







A mis padres y a mi hermana
A Mary Carmen

Por todo su carifio y apoyo

“LCa ciencia es respecto al alma lo que es la [uz
respecto a los ojos, y si las raices son amargas,

los frutos son muy dulces”

Aristoteles

(384 A.C.-322 A.C.) Filosofo griego






Resumen

Las profilinas son proteinas multifuncionales y ubicuas, que estdn
presentes en numerosos polenes. Desemperian papeles clave en la regulacion del
citoesqueleto de actina y en los procesos de sefializacion celular. En plantas, son
codificadas por familias multigénicas y presentan gran niimero de isoformas o
variantes. Las profilinas, tienen ademds gran interés como alérgenos.

La presente Tesis Doctoral analiza el polimorfismo de las profilinas en el
polen del olivo (alérgeno Ole e 2) y otras cuatro especies con potencial
alergogénico (Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense y Zea mays)
Este andlisis se ha [levado a cabo mediante técnicas moleculares y celulares. Se
han comparado entre si las secuencias de profilinas obtenidas a partir del polen
de una amplia representacion del germoplasma del olivo (24 variedades), y de las
otras 4 especies. Dichas secuencias han constituido la base de un amplio estudio
in silico que incluye un andlisis de la conservacion de dichas secuencias, asi como
de la estabilidad estructural, la presencia de modificaciones postraduccionales,
las caracteristicas fisico-quimicas y la estructura 3-D de las proteinas
resultantes. También se ha analizado el polimorfismo en relacion con diversos
pardmetros implicados en el cardcter alergénico, como son la presencia de
modificaciones en la antigenicidad de la molécula, o de sustituciones
aminoacidicas en epitopos inmunodominantes de reconocimientos por células T y
B del sistema inmune humano. La presencia del polimorfismo ha sido
documentada experimentalmente, constatdndose la reactividad diferencial de las

diferentes formas de profilinas a diversos anticuerpos.



Finalmente, se realizé una localizacion de las profilinas a nivel celular
mediante inmunocitoquimica a microscopia electronica de transmision. Algunos
de los antisueros utilizados mostraron localizacion diferencial de estas proteinas.

En conclusion, el presente estudio constituye una amplia exploracion de
las caracteristicas moleculares de las profilinas en el polen del olivo y su
comparacion con las de otras especies, que permite predecir numerosas
implicaciones bioldgicas y clinicas. La determinacion analitica de dichas

implicaciones puede verse claramente facilitada por este estudio.
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1.1. Profilinas. Generalidades

Las profilinas son proteinas pequefas (11-18 kDa) y ubicuas, que se encuentran en
células animales, vegetales, levaduras, protozoos e incluso en virus (Witke et al. 2001).
Son proteinas solubles y multifuncionales (Haarer et al. 1990), implicadas en el
comportamiento y dindmica del citoesqueleto celular (Staiger & Blanchoin 2006).
Aunque la estructura primaria de estas proteinas presenta diversas modificaciones, en
general su estructura terciaria esta altamente conservada, incluso entre diferentes
reinos (Schutt et al. 1993; Vinson et al. 1993; Federov et al. 1994, 1997).

Las profilinas fueron descritas por primera vez como proteinas de unién a actina en
bazo de ternera (Carlsson et al. 1977). En plantas fueron identificados por primera vez
en polen de abedul (Betula pendula), descubriéndose su caracter alergénico en humanos
(Valenta et al. 1991). Su existencia en plantas ha sido establecida tanto en
monocotiledéneas como Zea mays (Staiger et al. 1993), Triticum aestivum (Rihs et al.
1994) y Lilium longiflorum (Vidali & Hepler 1997), y en dicotiledéneas como Arabidopsis
thaliana (Christensen et al. 1996; Huang et al. 1996), Nicotiana tabacum (Mittermann et al.
1995; Swoboda et al. 2001), Lycopersicum sculentum (Yu et al. 1998), Phaseolus vulgaris
(Vidali et al. 1995; Guillen et al. 1999) y Ricinus communis (Schobert et al. 2000).

Las profilinas forman parte de familias multigénicas en plantas superiores con
diferentes patrones de expresion dependiendo del tipo de tejido y del estado de
desarrollo (Staiger et al. 1993; Kandasamy et al. 2002). En Arabidopsis, la familia de
profilinas comprende hasta 10 miembros (Ren & Xiang 2007), y en maiz se estima que
existen 6 isoformas, de las cuales al menos 3 se expresan en polen (Staiger et al. 1993).
Se han descrito numerosas isoformas de profilinas (Lambrechts et al. 2000), que
regulan el crecimiento celular y morfogénesis en plantas, mediante la organizacién del
citoesqueleto de actina (Ramachandran 2000; Staiger 2000). La fosforilacion de
residuos de treonina, tirosina o serina incrementa la diversidad de estas proteinas,
constituyendo ademas una de las formas en que son reguladas (Singh et al. 1996;

Guillen et al. 1999; Limmongkon et al. 2004).



Su funcién depende del tipo celular en que se encuentren, describiéndose numerosos
patrones diferenciales de expresion en los diferentes 6rganos y tejidos vegetales, asi
como de expresion temporal a lo largo del desarrollo de éstos (Huang et al. 1998;
Kandasamy et al. 2002).

Las profilinas de plantas pueden clasificarse inicialmente en profilinas vegetativas o
esporofiticas y profilinas reproductivas o gametofiticas. Ambas son reguladas de
forma diferencial (Kandasamy et al. 2002), llegando a encontrarse hasta un 27% de
diferencias en la secuencia de aminodcidos (Huang et al., 1996).

Las profilinas son proteinas que juegan un papel relevante en la organizacién del
citoesqueleto de actina en células eucariotas (Baluska & Volkmann 2002). Constituyen
uno de los tipos principales de proteinas de union a actina (“Actin Binding Proteins”o
ABPs) (Itoh & Takenawa 2001).

Pueden tener un efecto activador o inhibidor sobre la polimerizaciéon de dicha actina
(Theriot & Mitchison 1993; Yarmola et al. 2006), contribuyendo a la dindmica de la
arquitectura del citoesqueleto de las células vegetales. Asi, las profilinas pueden
promover o inhibir el ensamblaje de filamentos de actina, dependiendo de la relacion
profilina/G-actina (actina monomérica), de las condiciones idnicas y de la presencia y
actividad de otras proteinas de tipo ABPs (Pantaloni & Carlier 1993; Staiger et al. 1997;
Gibbon & Staiger 2000, Gibbon 2001). Su capacidad de unién a actina ha sido
demostrada in vitro (Valenta et al. 1993; Staiger et al. 1997), asi como mediante
experimentos de microinyeccion in vivo (Cao et al. 1992; Staiger et al. 1994; Gibbon et al.
1997; Valster et al. 1997).Ademas, las profilinas pueden actuar como reguladores de las
rutas de transmision de senales dependientes de AMPc, debido a su capacidad de
interaccion tanto con fosfatidilinositol 4, 5 bifosfato como con secuencias ricas en poli
L-prolina (PLP), presentes en la secuencia aminoacidica de numerosos ligandos
naturales (Metzler et al. 1994; Gibbon et al. 1998; Kovar et al. 2001). Por ello, se
considera un posible nexo de union entre el exterior celular y el citoesqueleto de actina

(Volkmann & Baluska 1999, Baluska et al. 2001), mediante la transmision de la sefiales



a través de la membrana plasmatica (Gibbon & Staiger 2000). Las profilinas también
parecen estar implicadas en el trafico de vesiculas entre el reticulo endoplasmatico
(RE) y las cisternas trans del aparato de Golgi, asi como en los procesos de endocitosis

y exocitosis (Witke et al. 2004).

1.2. Caracterizacion molecular que define a las profilinas

La distribucién taxonémica de profilinas es muy amplia, ya que de las 227
secuencias de profilinas que se recogen en la base de datos PIR (Protein Information
Resource): recursos para la informacion de proteinas, http://pir.georgetown.edu/, se
distribuyen en: 207 estan presentes en eucariotas (3 Acanthamoebidae, 1 Alveolata, 21
Entamoebidae, 53 Metazoa, 1 Heterolobosea, 8 Mycetozoa, 118 Viridiplantae) y 19 en virus
(Poxviridae). No se han descrito profilinas en bacterias.

Tamaiio de profilinas: existe una variedad de tamafios de profilinas, que
pueden ir desde 124 aminoacidos (isoforma 2 de Dictyostelium discoideum, P26200)
hasta 168 aminoacidos (Arabidopsis thaliana, Q8H123), siendo el tamafio mas frecuente
de 132 aminodcidos.

La identidad de las secuencias de las profilinas procedentes de organismos de
distintos reinos, desde virus hasta mamiferos, es relativamente baja (en torno al 20% si
se comparan por ejemplo profilinas de virus y humanas). La secuencia aminoacidica
consenso que define a una profilina, se basa en los residuos relativamente bien
conservados de la region N-terminal, involucrados en la interaccion con la actina

(Haarer et al. 1990; Sohn & Goldschmidt-Clermont 1994):

x(0,1)-[STA]-x(0,1)-W-[DENQH]-x-[YI]-x-[DEQ]

siendo x cualquier aminodcido. Entre corchetes se indican los residuos aceptables para
una posicion concreta. Los nameros 0 y 1 indican la frecuencia absoluta del residuo X

(0: ausente, 1: presente).



1.3. Co-evolucion molecular de actina, profilinas y otras ABPs

La macroevolucion de las estructuras de plantas esta ligada a la evolucién molecular
de los genes de actina. La actina esta codificada por una familia de genes relativamente
antigua y diversa, cuya filogenia fue iniciada con la aparicion de las primeras plantas
vasculares (Meagher et al. 1994, 1995). La temprana divergencia en esta familia de
genes dio como resultado dos clases separadas de actinas: vegetativas y reproductivas,
segun sea su expresion predominante (McDowell et al. 1996). Estas clases han
evolucionado y se han diversificado en dos grupos separados, como se muestra en la

Fig. 1 (Meagher et al. 1999).

Vegetativas 1 —Act2 Tejidos vegetativos jovenes y viejos en flores, hojas, tallos y raices

L_Acts Conjunto de tejidos que expresan Act 2

Act7 Tejidos vegetativos jovenes en expansion. Respuesta a numerosas fitohormonas

Act 11 Polen, évulos, embriones, semillas en desarrollo, silicuas e inflorescencias

— 4 I—_ACt 1 Polen maduro, tubos polinicos, saco embrionario joven, primordios de
Act3 Organos
5 Act4

Act12 Polen maduro

Reproductivas Actina

Vegetativas Profilina

PRF 3
4‘:‘: PRE1 Semillas, raices, tallos, hojas, flores, polen, silicuas
— PRF 2
PRF 4
—|: Polen maduro
PRF 5

Reproductivas

Figura 1. Esquema de la divergencia de los miembros de la familia de actina y profilina en
dos antiguas clases de proteinas, basado en el esquema de Meagher et al. (1999)

En Arabidopsis, ocho de los diez genes identificados se expresan diferencialmente
(Huang et al. 1996, 1997). Cada gen de actina muestra una variabilidad significativa,
dependiente del tejido y del estadio de desarrollo. Las actinas vegetativas y
reproductivas (las cuales difieren entre un 4 a un 7 % de su secuencia de aminodacidos)
poseen diferentes propiedades bioquimicas (Meagher et al. 2003), y ello multiplica las
posibles interacciones con las mas de 70 proteinas ABPs descritas hasta ahora (Pollard

et al. 2001). La razén de la existencia de ese elevado nimero de ABPs es que la



adecuada funcidn del citoesqueleto a lo largo de la escala evolutiva ha requerido que
las ABPs sigan una co-evolucion y adaptacion paralela a la de la actina, incrementando
igualmente su variabilidad estructural y funcional. Algunos ejemplos de proteinas que

regulan la dindmica del citoesqueleto celular se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de proteinas ABPs codificadas por clases de genes vegetativos y
reproductivos, basado en el esquema de Meagher et al. (1999). factor de despolimerizacion
de actina (Actin Despolimerization Factor o ADF).

Proteinas del citoesqueleto codificadas por genes vegetativos y reproductivos

Proteina Organismo Vegetativas Reproductivas Referencias
An Y.Q. et al. (1996), Huang, S.
Actina Arabidopsis Act2,7y8 ACT1,3,4,11y12 et al (199, 1997), McDowell
J.M. et al. (1996)
Profilina Arabidopsis PRF1, PRF2 y PRF3 PRF4y5 (poissensen FLEM. et al
Profilina Maiz PRF4 PRF1,2y3 Stotoorc.) ral (1995, 1997,
. . Jiang C.J. et al. (1997),
ADF Arabidopsis ADF3 ADFly2 Lopez L et al. (1996)

1.4. Diversidad de isoformas. Procesamiento postrascripcional y

postraduccional de profilinas

La evolucion de los genes que integran y controlan el citoesqueleto (especialmente
actina y ABPs) puede explicarse por la generaciéon y fijacién en el genoma de los
distintos organismos de mutaciones acumuladas, incluyendo duplicaciones génicas,
deleciones, sustituciones, etc... Es conocido que las duplicaciones juegan un papel
central en la evolucion (Nei 1987). En Phaseolus vulgaris y en Arabidopsis thaliana
(McDowell 1996, McKinney 1998) se ha demostrado que un incremento relativamente
reciente en la ploidia, probablemente gener6 diversos genes de actina relacionados
entre si (Hightower 1985, 1986). En Petunia hybrida, las duplicaciones en tandem dieron
lugar a docenas de genes de actina (McLean 1990; Baird 1987).

Ademads de la generaciéon de mutaciones que explicarian la evolucion molecular,
existen diversos mecanismos que permiten explicar la generacion de diversidad

funcional adicional en las profilinas. Algunos de esos mecanismos incluyen el splicing



alternativo de los ARNm mediante el que se eliminan intrones y la generacion de

modificaciones postraduccionales (esencialmente fosforilaciones).

1.4.1. Procesamiento de profilinas a nivel postranscripcional

Los ARNm transcritos de profilina pueden sufrir splicing alternativo, lo que conduce a
la formacion de multiples productos. Existen muchos ejemplos de este tipo de
procesamiento postranscripcional. Uno de ellos es el del transcrito del gen
correspondiente a la isoforma 2 de la profilina de ratén, que puede generar tanto la
isoforma 2 como la 2B. Este fenomeno se produce mediante splicing alternativo
finamente regulado en tejidos especificos (Lambrechts et al. 2000). La isoforma 2B es
una “version” de profilina con 32 aminodcidos menos en la region C-terminal, y posee
un patron de expresion diferencial, asi como propiedades bioquimicas diferentes que
la isoforma 2 (igual capacidad de unir actina, pero menor capacidad de unién a poli-L-

prolina, fosfoinositidos y otros ligandos) (Di Nardo et al. 2000; Lambrechts et al. 2000).

1.4.2. Procesamiento de profilinas a nivel postraduccional

La forma mas relevante de procesamiento postraduccional descrita en la literatura en
relacién a profilinas es la fosforilacion de residuos de treonina, tirosina y serina por
varias proteinas quinasas:

A) Las profilinas puede ser fosforiladas por la proteina pp60=s= (De Corte et al. 1997),

que es una proteina tirosina quinasa, no receptora unida a membrana (Superti-Furga &

Courtneidge 1995), que juega un papel importante en el control de la division celular
(Taylor & Shalloway 1996), expansion y diferenciacion celular (Cooper & Howell
1993). También puede ser un regulador adicional del citoesqueleto de actina, a través
de la fosforilacion de tirosinas mediante fosfoinositol 4, 5 bifosfato (PlssP2
(Goldschmidt-Clermont et al. 1990).

B) La proteina quinasa C (PKC), cuya actividad es estimulada por fosfatidilinositol

bifosfato (PIP2) (Singh et al. 1996), lleva a cabo la fosforilacion de las profilinas en la

serina 137 del carboxilo terminal (Vemuri 2001). Dicha fosforilacion so6lo fue observada



en presencia de fosfoinositidos como fosfatidilserina y diacilglicerol, cuya activacion
mostraba una preferencia por distintas formas de este lipido, PIsP > PlssP>> PI (Esta
forma no produce activacion).

C) Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) fosforilan especificamente

residuos de Ser/Thr durante la division celular, conocidas como proteinas quinasas

activadas por mitégenos (MAPK). Estas proteinas son unas de las principales

reguladoras de la ruta de proliferacion y diferenciacion celular, asi como lo son los
efectores de los procesos de estrés en la célula (Bogre et al. 1999, 2000, Limmongkon et
al. 2004). Las MAPKs p45Ntf4 y SIPK se expresan en granos de polen de tabaco
durante su rehidratacion (Wilson et al. 1997; Voronin et al. 2004). Una vez que el polen
llega al estigma y entra en contacto con él, se hidrata y tiene lugar una reorganizacion
del citoesqueleto de actina, que implica a una serie de proteinas ABPs tales como las
profilinas (Pollard et al. 2001). La mayoria de las profilinas de plantas muestran el
motivo P-X-T-P, que es reconocido por MAPKs para llevar a cabo su fosforilacion
(Pearson et al. 2001). Este motivo no estd presente en profilinas de mamiferos o
levaduras. Ademas las plantas contienen otro motivo de interaccion con quinasas
denominado  KIM (Kinase  Interaction motive), cuya  secuencia  es
IQGEAGAVIRGKKGSGGIITIK, y que también interacciona con un gran namero de
MAPKSs (Sharrocks et al. 2000).

1.5. Estructura 3D de las profilinas

En la base de datos Uniprot (http://www.ebi.uniprot.org/), se encuentran depositadas
las estructuras 3D de diversas profilinas, determinadas mediante cristalografia de
rayos X. Si analizamos la estructura comparando los carbonos alfa (Ca), se observa que
es muy similar en todos los casos, con algunas pequenas diferencias. Estas profilinas
provienen de animales tales como el Homo sapiens (Metzler et al. 1995; Mahoney et al.
1997, 1998), Bos taurus (Cedergren-Zeppezauer et al. 1994), y de plantas tales como

Arabidopsis thaliana (Thorn et al. 1997), Hevea brasiliensis (Fedorov et al. 2000) y Betula



pendula (Fedorov et al. 1997). En levaduras se han encontrado entre otras, en la especie
Saccharomices cerevisiae (Eads et al. 1998), asi como en protozoos tal como Acanthamoeba
castellanii (Fedorov et al. 1994, Vinson et al. 1993).

La estructura 3D de las profilinas consta de un ntcleo central formado por 7 laminas
B (51-57), flanqueadas en una cara por dos a—hélices (H1 que comprende el extremo
N-terminal y H4 el extremo C-terminal), y por otras dos a-hélices cortas (H2 y H3) en
la otra cara de su estructura, asi como pequefios giros B. El dominio hidrofébico
principal de las profilinas se encuentra en una cara de la ldmina B central, y esta

compuesto por las a-hélices H2 y H3, y las ldminas B S3 y 54 en el interior (Fig. 2).

Figura 2. Estructura de profilina de Arabidopsis thaliana (modelo 1A0K). A) Diagrama de
cintas de la estructura de la profilina I de Arabidopsis. Los elementos de la estructura
secundaria estan clasificados en o hélices (H1, H2 y H4) y laminas B (S1-S7). B)
Representacion de los enlaces peptidicos y los radicales aminoacidicos sobre el modelo de
cintas. C) Representacion de la superficie de la profilina. En rojo se muestran loa
aminoacidos 2 y 131 de la secuencia. D) Modelos de lineas para representar el esqueleto
carbonado de la profilinas. Las estructuras fueron generadas mediante el uso de los
programas DeepView/ Swiss-Pdb Viewer v3.7 y PDB proteinWorkshop v1.5

Esta estructura particular de las profilinas depende esencialmente de la distribucion de
residuos aromaticos, que difiere de la observada normalmente en otras proteinas

solubles. En el caso de las profilinas, la mayoria de ellos estan accesibles al solvente,



contribuyendo a la alta proporcion de superficie no polar de estas proteinas (59%
calculada segin Lee & Richards 1971). El corazén principal estda compuesto por los
residuos A20, V22, V30, A33, F39, 142, V47, L63, L65, L77, M85, L87, 1100, V102, L109,
L111 y M 113. Un segundo motivo hidrofébico pequeno estd presente en la cara

asociada con las a—hélices amino y carboxilo terminal.

1.6. Dominios funcionales de las profilinas

La unioén de la profilina con sus ligandos es un proceso dindmico, regulado por
interacciones competitivas y por interacciones alostéricas, que unen/liberan a los
ligandos bajo condiciones fisioldgicas. A pesar de la gran heterogeneidad de los
ligandos que interactiian con las profilinas, bien directamente o como parte de grandes
complejos, los sitios 0 aminoacidos que intervienen en dichas uniones parecen estar

bien conservados.

1.6.1. Interaccion con actina

El dominio de profilinas que interacciona con actina fue determinado inicialmente en
la profilina de Bos taurus (Schutt et al. 1994). Este dominio es el menos conservado
estructuralmente entre profilinas de distintos reinos. Esta formado por las caras de las
laminas § S4, S5y S6 y por la a—hélice situada en el extremo C-terminal (H4). Estudios
realizados en la estructura cristalina de la isoforma I de profilina de Arabidopsis thaliana
(Thorn et al. 1997), han permitido determinar exactamente los residuos aminoacidicos
que intervienen en la interaccion entre la profilina y la f-actina. Aunque numerosos
residuos estan implicados en la interaccién, los mas significativos se muestran

representados en la Fig. 3.



Arabidopsis thaliana Bos taurus Homo sapiens

Figura 3. Modelos 3D de diversas profilinas, donde se representan A) con modelo de cintas,
donde se han resaltado los residuos implicados en la interacciéon con actina y B) superficies
de van der Waals, donde los residuos mas conservados (A61, P62, Y86, 187, G113, G119, en
Arabidopsis) implicados en dicha interaccion con actina. En ambos casos, los residuos
implicados en dicho contacto se han resaltado mediante el modelo CPK (Schafmeister 1990),
donde los atomos se representan con un color determinado: C es gris, O es rojo, N es azul y
H es blanco. Modelos generados mediante los programas MOLSCRIPT y RASTER 3D
(Thorn et al. 1997).
1.6.2. Interaccion con fosfoinositidos
La interaccion entre las moléculas de profilina y fosfoinositidos ha sido analizada por
diversos autores (Lassing & Lindberg en 1985; Bjorkegren et al. 1993, Schutt et al. 1993,
Archer et al. 1994 y Metzler et al. 1994). Se ha determinado que existen dos regiones en
profilinas de mamiferos que median las interacciones electrostaticas con lipidos
derivados del fosfatidilinositol. Una de ellas se localiza cerca del sitio de union con
poli-L-prolina (Schluter et al. 1997) y esta formada por los aminoacidos W3, D8, K124,
R134, R135.El resto del dominio de interaccidn se encuentra situado en uno de los giros
B caracteristicos de profilinas de plantas, solapando parcialmente con la superficie de

interaccién con la B-actina y estd formada por los aminoacidos K70, R75, R89, K91

(Skare & Karlsson 2002) (Fig. 4). Los fosfoinositidos que interaccionaban con las



profilinas son el PlisP2, PlssP2, PlsasPs y PIsP, siendo los tres ultimos los de mayor

afinidad por ellas.

Figura 4. Modelo 3D de la profilina humana I (1IPFL) (Metzler et al. 1995). A) Modelo de
cintas en el que se han resaltado los residuos implicados en la interaccién con PIP, y B)
superficies de van der Waals. En ambos casos los residuos implicados en dicho contacto se
han resaltado mediante el modelo CPK (Schafmeister 1990), donde los atomos se
representan con un color determinado: C es gris, O es rojo, N es azul y H es blanco. Modelos
generados mediante el programa MBT ProteinWorkshop .

1.6.3. Interaccion con poli-L-prolina

Las propiedades de la interacciéon de profilinas con PLP fueron documentadas
inicialmente por Kaiser et al. 1989 y Metzler et al. 1994, 1995 en la profilina I humana.
Es un dominio dominio presente en todas las profilinas y que ademas, esta altamente
conservado. La presencia de este dominio fue posteriormente confirmada en otras

especies, con la excepcidn de profilinas de virus (Machesky et al. 1994).



Figura 5. Modelo 3D de de la profilina de Arabidopsis thaliana (1A0K). A) En el modelo de

cintas, se han resaltado los residuos implicados en la interaccién con PLP y B) superficies de

van der Waals. En ambos casos los residuos implicados en dicho contacto se han resaltado

mediante el modelo CPK (Schafmeister 1990), donde los atomos se representan con un color

determinado: C es gris, O es rojo, N es azul y H es blanco. Modelos generados mediante el

programa MBT ProteinWorkshop.
Este dominio se localiza en las hélices o (H1 y H4) de los extremos N y C terminal. En
la regién N terminal intervienen una serie de residuos como son W3, Y6, 125, G27, W33
y A34. Por otro lado, en la region C terminal intervienen los aminoacidos, Y125 y 1126
(Fig. 5) (Thorn et al. 1997). Estos dominios consisten en un motivo definido por
residuos aromaticos espaciados, que proporcionan también la capacidad de
interaccionar con otras proteinas que poseen motivos de poliprolina (entre 5 y 10
prolinas consecutivas) (Lindberg et al. 1988; Metzler et al. 1994; Lambrechts et al. 1995),

o de tipo YPPX, donde Y puede ser prolina, glicina 6 alanina, y X cualquier

aminoacido hidrofébico (Witke et al. 1998).

1.7. La interaccion de profilinas con sus ligandos rige sus funciones
Las profilinas desarrollan diversas funciones, que en la mayor parte de los casos
depende de su capacidad de unién e interaccion con sus numerosos ligandos

naturales. Muchos de los estudios realizados han sido llevados a cabo en mamiferos,



especialmente en tejidos neuronales (revision de Witke 2004), pero es previsible una
funcionalidad comtn en la mayoria de los casos. Las funciones esenciales realizadas

por las profilinas se engloban en los siguientes apartados:

1.7.1. Modulacion del citoesqueleto de actina

El citoesqueleto de actina es un componente vital para muchos procesos celulares en
eucariotas, incluyendo la expansion y movilidad celular (Stossel 1993), endo y
exocitosis (Perrin et al. 1992), citocinesis (Sanger et al. 1989) y determinacion de la
forma celular (Small 1988). La actina puede presentarse en dos formas: la actina
globular (G-actina) o monomérica, que puede ensamblarse, dando lugar a la actina
tilamentosa (F-actina) (Fig.6).

Sobre la base del patrén morfologico en forma de puntas de flecha creado cuando la
miosina se une a la F-actina, el extremo de crecimiento rapido de los filamentos se
denomina “extremo en lengiieta”, mientras que el extremo de crecimiento lento se
denomina “extremo en punta”. Los filamentos de actina se extienden cuando se afiaden
monomeros de ATP-actina al “extremo en lengiieta” (Fig.6A). Cuando el filamento
envejece, el ATP es hidrolizado, liberandose fosfato, y los filamentos (formados por
ADP-actina) son desensamblados a través del “extremo en punta”, del que se liberan
monomeros ADP-actina. Estos mondmeros ADP-actina pueden sufrir un cambio de
nucleotido.

Las profilinas forman parte de las diversas proteinas capaces de interaccionar con los
monodmeros de actina (Fig. 6B). Las profilinas tienen una mayor afinidad para unirse a
ATP-G-actina (Ke= 0.1 uM) que a ADP-G-actina (Ke= 0.5 uM). Por esta razon las
profilinas pueden causar la despolimerizacion de los filamentos de actina (Pollard &
Cooper 1984; Pantaloni & Carlier 1993) en presencia de complejos ATP-actina,
catalizando el cambio de nucleétido (Becker 2006; Romero et al. 2007). Cuando la
profilina se encuentra unida a monémeros de actina, se inhibe la nucleacién espontdnea
de los filamentos y, en ausencia de extremos “en lengiieta” de actina libres (Fig. 6C),

funciona como una proteina secuestradora de mondmeros. Sin embargo, cuando existen



extremos “en lengtiieta” de actina libres (Fig. 6D), las profilinas promueven el ensamblaje
de filamentos de actina, aunque algunos trabajos cuestionan la existencia de esta ultima
actividad en plantas (Kovar et al., 2000). Estas dos actividades juntas sugieren que el
papel de la profilina en las células es recargar los mondémeros ADP-actina con ATP y
dirigirlos hacia su ensamblaje en los extremos “en lengilieta” de actina libres
(Paavilainen et al. 2004). De esta forma, contribuyen a la dindmica del citoesqueleto y a

los procesos celulares dependientes de actina.

=
=1
3
=¥
=1
[}
o
=
£
&
=
“Q
oy
Q
ol
[=Ts)
g =
=] +
o~ &=
= =
.Q)
b5
=
"
=1
()
o
5
=
54 R
Actina-ATP
Profilina
: ‘
o
o
Q
(5]
U
yp—
g Proteina CAP
~ ‘
Vilina

Figura 6. Control de la dinamica de actina en plantas. Esquema basado en Staiger &
Blanchoin 2006



1.7.2. Senalizacion celular

En las células eucariotas existe una compleja red de vias de transduccion de sefales,
cuya funcidn es transmitir las sefiales de los receptores de la superficie celular al
interior de la célula (Volkmann & Baluska 1999). Las profilinas constituyen el nexo de
uniodn de estas vias de sefalizacidon con el citoesqueleto de actina, ya que son capaces
de interactuar tanto con fosfoinositidos como con proteinas con dominios ricos en
prolina, y ambos tipos de moléculas estan presentes en diversas cascadas de
transduccion de senales (Verheyen & Cooley, 1994; Witke et al. 1993).Una posible via
de esa interaccion es a través de la disociacion de complejos actina-profilina, causada
por la union de fosfoinositidos como el PlssP2 con profilinas, que libera moléculas de
actina, haciéndolas disponibles para el proceso de polimerizacion. Este fenomeno se
veria facilitado por una inhibicion de la hidrdlisis de PlssP2 por la fosfolipasa C, debido

a la mayor afinidad de este fosfoinositido por las profilinas (Sonh et al. 1995).

1.7.3. Trafico de vesiculas

Las profilinas juegan un papel importante en el trafico de vesiculas y en la endocitosis
(Qualmann & Kessel 2001), macropinocitosis y fagocitosis (Jannssen & Schleicher
2001). Las profilinas interaccionan con los fosfoinositidos D3 y la PI-3 quinasa, que
desempefian papeles esenciales en el trafico de membrana a través de la ruta de
endocitosis (Cullen et al. 2001; Simonsen et al. 2001; Vieira et al. 2001). En plantas, se ha
demostrado que estan involucradas en el trafico de proteinas entre las cisternas del
trans-Golgi y las vacuolas (Finger 1997). Las profilinas son capaces de unirse a PI-3
quinasa y aumentar su actividad quinasa in vitro (Singh et al. 1996; Bhargavi et al.
1998). Por otra parte, varios trabajos describen el aislamiento de complejos de profilina
1 humana con clatrina y proteina VCP, asi como la interaccidon de profilina 2 humana
con dinamina 1, sinapsina y Napl (Witke 2004). En la Fig. 7 se muestra como estas

proteinas estan implicadas en la endocitosis y reciclado de vesiculas.
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Figura 7. Representacion de la red de interacciones moleculares de profilina, segiin Witke et

al. (2004)

1.8. Localizacion celular de las profilinas

Existen numerosos trabajos sobre la localizacion de las profilinas en diferentes células
y tejidos vegetales. En el caso de las microsporas, los granos de polen y tubos
polinicos, los resultados muestran una localizacién eminentemente citoplasmica para
estas proteinas (Grote et al. 1993, 1995; Hess et al. 1995; Fischer et al. 1996; Vidali &
Hepler 1997; Kandasamy 2002). Sin embargo, se han descrito algunas excepciones,
habiéndose encontrado profilinas en amiloplastos (Fischer et al. 1996) y en ntcleos
generativos y vegetativos de polen (Hess & Valenta 1997). También se ha observado
una localizacion preferencial asociada a la membrana plasmética y una expresion

diferencial de varias isoformas de profilinas en microsporas y polen de maiz (von

Witsch et al. 1998).



1.9. Profilinas y alergia

Se denomina alergia a una respuesta de defensa exagerada del organismo cuando
entra en contacto con determinadas sustancias provenientes del exterior y que el
organismo identifica como "agresivas". Estas sustancias se conocen como sustancias
alergénicas o alérgenos. La predisposicion alérgica se denomina atopia, y se refleja en
un aumento de la sintesis masiva de anticuerpos IgE especificos contra el alérgeno o
agente causante de dicha reaccion alérgica.

Los alérgenos se denominan de acuerdo con las directrices de la Comision de
Nomenclatura Alergénica de la IUIS (International Union of Immunological Societies,
Allergen Nomenclature Sub-Committee. www.allergen.org). Basicamente, se designan
a partir del nombre cientifico del organismo productor del alérgeno, utilizando las tres
primeras letras correspondientes al género, seguidas de la primera letra de la especie,
y un numero que indica el orden cronoldgico en el que identificé el alérgeno en dicha
fuente, separados por espacios (ejemplo: Ole e 1, primer alérgeno aislado de Olea

europaea) (King et al. 1994)

1.9.1. La reaccion alérgica

Dicha hipersensibilidad cursa en dos etapas bien caracterizadas (Fig. 8). La primera se
denomina sensibilizacién, y ocurre durante la primera exposicion del organismo a las
moléculas alergénicas. Estas moléculas son captadas y procesadas por las células
presentadoras de antigeno, que procesan el antigeno en pequenos fragmentos
peptidicos y los exponen en su superficie. Estos fragmentos son reconocidos por los
linfocitos T, que se diferencian a células colaboradoras que secretan interleuquinas y
contribuyen a la diferenciacidn de los linfocitos B a células plasmaticas productoras de

IgE.



Los Mecanismos de la Alergia
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Figura 8. Esquema de los mecanismos que desencadenan la alergia segin Holgate 1998

La segunda etapa se denomina provocacién, y ocurre cuando en una segunda
exposicion al alérgeno se produce la activacion de mastocitos y basofilos por las IgEs
ya existentes. Este proceso da lugar a la liberaciéon de mediadores quimicos (enzimas,
histamina, etc.), y a la sintesis de mediadores lipidicos (prostaglandinas, leucotrienos,
etc.) y citoquinas. Como resultado de todo ello, se produce en los tejidos diana la
sintomatologia tipica asociada a la alergia, que incluye rinitis, urticaria o conjuntivitis,
u otros mas graves como asma o trastornos gastrointestinales, pudiendo llegar a

provocar incluso un shock anafilactico.

1.9.2. El polen como vector alérgico

Existen diferentes tipos de alergia dependiendo del agente causante. Entre los
alérgenos mas comunes estan: agentes de contacto (quimicos y plantas...), picaduras
de insectos (abejas, avispas...), medicamentos (antibidticos y sueros...), alimentos
(leche, huevos, semillas, frutos secos, marisco, chocolate, etc.), agentes infecciosos

(bacterias, parasitos...), inhalantes (dcaros, polen...) y agentes fisicos (calor, luz...).



Practicamente cualquier sustancia imaginable es capaz de producir alergia en
individuos predispuestos o atopicos.

El polen es una de las principales causas de alergia respiratoria, denominada en este
caso polinosis. Tiene lugar cuando los granos de polen se ponen en contacto con las
vias respiratorias. Como consecuencia el polen se hidrata y libera proteinas a las
mucosas en cantidades elevadas, produciéndose una reaccion alérgica. La gravedad
de los sintomas producidos varia en funciéon de parametros como la existencia de
polenes de diferentes especies, la concentracion de polen en el aire o la duracién de la
exposicion del individuo al polen (Helander 1997; Ahlholm 1998).

Las caracteristicas para que un polen sea capaz de causar alergia fueron definidas por
Thommen et al. (1931), y son las siguientes: a) contener un componente antigénico
capaz de inducir sensibilidad, b) producirse en gran cantidad, c) ser transportado por
el aire (polen anemofilo), d) ser lo suficientemente ligero para poder ser desplazado
largas distancias, y e) pertenecer a una especie ampliamente representada en un area
geografica.

Entre las muchas especies que producen polen potencialmente alergogénico, son mas
de 100 las que se consideran relevantes (Tsukanova & Laaidi 2004). Las principales
especies con polen alergogénico en Espafa son las gramineas, seguidas de Olea
europaea (olivo) y Parietaria judaica (Corbi et al. 1985; Dreborg et al. 1986, Subiza et al.
1986, 1989) y, mas recientemente, el ciprés (D’ Amato et al. 2007). Pélenes alergogénicos
de otras especies, como Betula alba, Platanus hybrida, Plantago lanceolada o Artemisia sp.,
son causa importante de polinosis en otros paises del centro de Europa, pero no en

Espafia debido a su escasa presencia.

1.9.3. Profilinas y alergia
La primera identificaciéon de profilinas en plantas se realizd en granos de polen de
abedul (Betula pendula), y al mismo tiempo se determind su cardcter alergénico

(Valenta et al. 1991). Desde entonces se ha confirmado tanto la presencia como la



alergenicidad de estas proteinas en el polen de numerosas especies de plantas de
mayor o menor relevancia en la etiologia de la alergia (Tabla 2A). También, se ha
documentado la presencia de profilinas en un gran nimero de alimentos de origen
vegetal (Tabla 2B). Por todo ello, las profilinas se consideran “panalérgenos” (pan-:
prefijo griego que significa todo, totalidad), término acufiado por primera vez para
esta molécula por Valenta et al. (1992) para subrayar su ubicuidad como proteina
alergénica.

Los anticuerpos IgE anti-profilinas son capaces en muchos casos de generar reacciones
cruzadas entre profilinas de pdlenes y de alimentos (van Ree et al. 1992; Ebner et al.
1995). Afortunadamente, las profilinas son bastante sensibles a la desnaturalizacion
por calor y a la digestion gastrica, por lo que la alergia alimentaria causada por
profilinas esta confinada al denominado “Sindrome alérgico oral” (OAS) elicitado por
alimentos no elaborados (Jankiewicz et al. 1997a; Jankiewicz et al. 1997b). Las
inmunoglobulinas IgEs especificas para profilinas son detectadas en un 10%-30% de
los pacientes que sufren la denominada “alergia alimentaria relacionada con polen”.
Se trata de pacientes que sufren la mencionada asociacion entre alergia a ciertos
polenes y a determinados alimentos, generalmente frutos o frutos secos. La causa de
este sindrome en algunos casos es el reconocimiento cruzado de profilinas, aunque
también estan implicados otros alérgenos. Algunas de estas asociaciones estan bien
establecidas, como las que existen entre la profilina de polen de abedul (Bet v 2) y
profilinas de pera (Pyr c 4), cereza (Pru av 4), melocotén (Pru p 4) y avellana (Cor a 2),
y entre profilinas similares presentes en el polen de abedul y diversas malas hierbas,
como las profilinas de apio (Api g 4), banana (Mus xp 1) y melon (Cuc m 2). La
asociacion entre alergia al polen de gramineas y el OAS a cacahuete y tomate también
ha sido atribuido parcialmente a la presencia de IgEs anti-profilina (ver revisiones de

Rodriguez et al. 2000 y Breiteneder & Radauer 2004).



Tabla 2. Profilinas de polen (A) y alimentos de origen vegetal (B).

Nombre comin Especie Alérgeno Cita bibliogrifica Noml’are Especie Alérgeno Cita bibliografica
comiin
Aliso Alnus glutinosa Alng Pandjaitan et al. 1999 Cebolla Allium cepa All ¢ Chapman et al. 2006
Ambrosia Ambrosia artemisiifolia Amba8 Fischer et al. 1996 Pifa Ananas comosus Anacl Tao et al. 2004
Altamisa Artemisia vulgaris Artv4 Hirschwehr et al. 1998 Apio Apium graveolens Apig4 Scheurer et al. 2000
Abedul Betuln pendula Betv2 Valenta et al. 1991 Cacahuete  Arachis hypogaea Arah5 Kleber-Janke et al. 1999
Colza Brassica napus Bran _Focke etal. 1998 Sandia Citrullus lanatus Citla Sankian et al. 2005
Castafio : C“S‘“"ef‘ sativa Cass1 Hirschwehr et al. 1993 Naranja Citrus sinensis Cits2 Lopez-Torrejon et al. 2005
Cenizo Chenopodium album Chea2 Barderas et al. 2004 Avellano | Corylus avellana Cora2 Liittkopf et al. (sin publicar)
Avellano Corylus avellana Cora2 Presente tesis doctoral Melén Cucumis melo Cucm 2 Lopez-Torrején et al. 2005
Azafran ; Crocus sativus CroS2 Feo»et al. 1997 Calabacin Cucurbita pepo Cup p Reindl et al. 2000
Grama comin Cynodon dactylon Cynd 12 Asturias et al.1997 Zanahoria Daucus carota Dauc4 Ballmer-Weber et al. 2005
Dactilo Dactylis glomerata Dac g 12 Barderas et al. 2004 Fresa Fragaria ananassa Fraa4d Zuidmeer et al. 2006
Fresno Fraxinus excelsior Frae2 Niederberger et al. 2002 Soja Glycine max Glym3 Mittag et al. 2004
Girasol Helianthus annuus Hel a2 Asturias et al. 1998 NMeara Nialod Bomectic Mald4 Gao et al. 2005
Cebada Hordeum sativum Horv 12 Van Ree et al. 1992 Mango Mangifera indica Mani3 Song et al. 2007
Lirio Lilium longiflorum Lill Vidali and Hepler 1997 Banana  Musa x paradisiaca Mus xpl Grob et al. 2002
Ballico Lolium perenne Lol p 12 Mohapatra et al. 2005 Aguacate Poiion ieribii e Grob et al. 2002
Mercurial Mercurialis annua Meral Vallverdi et al. 1998 it e Piss Ruhlandt et al. 2004
Tabaco Nicotiana tabacum Nict Mittermann et al. 1995 o R Priavi Ballmer-Weber et al. 2002
[(:hvo Olea europaea gle 6122 AS‘\‘(‘"“ *‘i‘ ;;011997 Ciruelo  Prunus domestica Prud Rodriguez-Pérez et al. 2003
oz Onyza sativa s cctal Almendro  Prunus dulcis Prudud Tawde et al. 2006
Parietaria Parietaria judaica Parj3 Asturias et al. 2004 Nectarina Prunus persica Prup4 Rodriguez-Pérez et al. 2003
Hierba Timoteo Phleum pratense Phl p 12 Valenta et al. 1994 Pera Pyrus communis Pyrc4 Scheurer 2001a
Platano de sombra  Platanus acerifolia Plaa Asturias et al. 2002 Patata Soimum Saberosum S};Ia t Wagner & Breiteneder 2002
Palmera datilera Phoenix dactylifera Phod 2 Asturias et al. 2005 Espinaca Spinacia oleracea Spio - Schuller 2005
Trigo Triticum gestivam Tria12 Rihs et al. 1994 . L vinifra e Shommik et al, 2007
Maiz Zea mays Zeam 12 Staiger et al. 1993 = = =

En la Tabla 2 se recoge una representacion de profilinas de polen y alimentos de origen
vegetal causantes de reacciones alérgicas. Otras profilinas igualmente estudiadas se

pueden encontrar en la base de datos Allergome (http://www.allergome.org/).

1.9.4. Motivos estructurales de las profilinas implicados en la alergia

Uno de los mayores retos de la Alergologia Molecular es predecir el potencial
alergogénico de una proteina, particularmente en el caso de nuevos alérgenos. La
identificaciéon de motivos alergénicos y la caracterizacion de las interacciones entre
éstos y los diversos anticuerpos y células del sistema inmunitario se consideran
informacion muy valiosa y de gran aplicacion en la Alergologia Molecular

Hasta el momento sdlo se han caracterizado los epitopos alergénicos reconocidos por
células T y B en un nimero limitado de alérgenos. Los métodos utilizados para estas
determinaciones son en muchos casos predictivos, y se basan en la utilizacion de
alineamientos de secuencias, modelos 3-D y algoritmos o programas especificos. En
otros casos, las pruebas se obtienen de forma experimental con la utilizacion de
métodos de inmunoensayo. En el caso de las profilinas, son varios los estudios que han
analizado estos epitopos. Vallverdu et al. (1997) comprobaron la existencia de epitopos

para células B comunes en las profilinas de Mercurialis annua (Mer a 1) y Heliantus



annus (Hel a 2), que ademds poseen dos regiones correspondientes a epitopos
secuenciales para IgE en comun. Asturias et al. (2002) determinaron la presencia de 5
epitopos de células B continuos en profilinas. Para ello utilizaron un panel de
anticuerpos monoclonales y una serie de péptidos sintéticos solapantes que cubrian la
secuencia de una profilina de girasol. Los epitopos estan formados por fragmentos de
entre 6-10 aa. La mayor reactividad fue localizada en los extremos C y N terminal de la
proteina (dos en a-hélices y otros dos en giros) y en la region central (corazén
hidrofobico). En un trabajo posterior se ha realizado una serie de predicciones de
epitopos T en diversas profilinas analizando la alergenicidad cruzada entre especies
mediada por receptores de células T (Burastero et al. 2004). Finalmente, en un estudio
de Radauer et al. (2006) se compararon las conformaciones estructurales de 6 profilinas
y se determinaron 11 epitopos conformacionales variables con capacidad de union
tedrica a IgEs. Todos estos trabajos muestran la importancia que tiene el estudio de los

epitopos en la caracterizacion de los mecanismos de la alergia.

1.10. El olivo como material de estudio

El polen de olivo es una de las causas principales de alergia en Andalucia. Por otro
lado, el cultivo del olivo es de enorme interés econdmico-social en Espana, que es el
primer pais productor de aceite del mundo, de ahi el creciente interés que despierta el

estudio de esta especie.

1.10.1. Diversidad de variedades de olivo e identificacion

La difusién del cultivo de Oriente a Occidente se realizé a través de las dos orillas del
Mediterrdneo. En este proceso, parece ser que los primeros olivicultores seleccionaron
en bosques de acebuche u olivo silvestre (Olea europaea var. sylvestris) los individuos
mas interesantes respecto a alguna de sus caracteristicas, tales como la produccion,
tamano del fruto, contenido de aceite y adaptacion al medio. Por medio de la
propagacion vegetativa capaz de mantener los caracteres de los individuos

seleccionados, se establecieron las primeras variedades. Posteriormente, al difundirse



el cultivo a lo largo del Mediterraneo, y dada la capacidad de cruzamiento entre las
formas silvestres y cultivadas, los individuos inicialmente seleccionados y propagados,
se hibridaron con material silvestre existente en las zonas, y nuevamente de los
individuos resultantes se debieron seleccionar y propagar aquellos mas sobresalientes
y mejor adaptados en las respectivas zonas. La reiteracion de este procedimiento, ha
originado una gran diversidad de cultivares en los diferentes paises del Mediterraneo.

En este sentido, se ha estimado que pueden existir en torno a 2.000 variedades
diferentes en el mundo. En Espana se han catalogado hasta un total de 272 variedades
diferentes (Rallo et al. 2005), que incluyen los diferentes nombres con los que se conoce
una variedad (sinonimias) asi como distintas variedades conocidas con el mismo
nombre (homonimias).

Tradicionalmente la discriminacién entre variedades se ha realizado sobre la base de
caracteres morfologicos (Barranco et al. 2001), preferentemente controlados por un gen
y que mantienen un fenotipo constante en diferentes ambientes. En la tlltima década se
han desarrollado diversos marcadores moleculares. Cabe destacar entre ellos los
marcadores bioquimicos (polimorfismo de proteinas/enzimas) (Trujillo et al. 1995) y los
marcadores de ADN. Estos ultimos permiten la identificacién rapida e inequivoca de
las variedades, facilitando los programas de mejora y obtencion de otras variedades
por cruzamientos. Otras ventajas adicionales las constituyen el hecho de no ser
influenciables por el ambiente y el no presentar interacciones intergénicas. Entre ellos
se incluyen: a) RFLPs, b) RAPD, c) AFLPs, d) VNTR, f) SSR, g) SNPs , h) SCARs, i)
STSs, j) SSAPs (Dorado et al. 2005).

El estudio de la variabilidad genética e identificacion de variedades en el olivo es un
aspecto de gran actualidad y por ello se ha incluido un elevado nimero de variedades

de olivo en este estudio sobre profilinas de polen.



1.11. Proteinas alergénicas en el polen del olivo

Gran parte de los trabajos de caracterizacion de los alérgenos del polen del olivo han
sido llevados a cabo por el grupo de la Profesora Rosalia Rodriguez (Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de Quimica. Universidad Complutense de
Madrid). El polen de olivo posee un perfil alergénico complejo, y hasta la fecha se han
identificado y caracterizado mas de 10 alérgenos. (Rodriguez y col., 2001, 2002, 2007a,
b).

Algunos de ellos pertenecen a familias de proteinas bien conocidas y otros no
corresponden a ninguno de los tipos bioquimicos descritos. El alérgeno mas
prevalente es Ole e 1, aunque otros como Ole e 2, Ole e 8 y Ole e 9 también se
consideran alérgenos mayoritarios. Es interesante destacar que Ole e 9 es el unico
alérgeno caracterizado con alto valor de masa molecular. Ole e 3 y Ole e 8 tienen
capacidad de union a Ca* (actuando como reguladoras de sus niveles en polen),
formando parte de una familia de proteinas para las que se ha propuesto la
denominacion de “polcalcinas”. Ole e 7 pertenece a una familia de proteinas LTPs de
transferencia de lipidos (Lipid Transfer Proteins); Ole e 9 es una beta-1,3-glucanasa
perteneciente a la familia 4 de proteinas relacionadas con patogénesis (PR-2). La Tabla
3 resume las caracteristicas mas relevantes de cada una de estas proteinas alergénicas.
Los diversos estudios realizados muestran que la mayor parte de los alérgenos
aislados y caracterizados hasta la fecha son altamente polimorficos (ver revision de
Alché et al. 2007). Los cultivares de olivo muestran amplias diferencias en los niveles
de expresion de muchos alérgenos, asi como en el numero y caracteristicas
moleculares de las isoformas alergénicas expresadas (Castro et al. 2003). Estas
diferencias se mantienen a lo largo de afios, y son intrinsecas a la genética de cada
cultivar (Fernandez-Caldas et al. 2007, Hamman-Khalifa et al. 2008). Este amplio
polimorfismo podria estar implicado en la fisiologia del sistema reproductivo del olivo
en relacion con la adaptacion de la planta a diferentes condiciones ambientales, el

establecimiento de un sistema de compatibilidad, y el dinamismo del polen.



Tabla 3. Propiedades de los alérgenos caracterizados en el polen de olivo (a) las masas
moleculares (PM) se han determinado mediante espectroscopia de masas (*) o SDS-PAGE
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Las diferencias en la composicidon alergénica de los cultivares, particularmente en
cuanto al alérgeno Ole e 1, son responsables de importantes diferencias en la
capacidad alergénica de los extractos (Carnés Sanchez et al. 2002. Castro et al. 2003).
Estos hallazgos pueden tener numerosas implicaciones en la diagnosis y terapia de la
alergia al polen del olivo, y también pueden afectar a la eficacia y seguridad del
diagnostico y la terapia, asi como al desarrollo de nuevas vacunas basadas en el uso de

alérgenos recombinantes (Alché et al. 2007).



1.12. Profilinas en el polen de Olea europaea

Las profilinas del polen del olivo han sido denominadas alérgeno Ole e 2, ya que fue la
segunda proteina alergénica aislada y caracterizada en el polen del olivo (Ledesma et
al. 1998). Se trata de un alérgeno mayoritario junto con Ole e 1, ya que entre el 24 y el
27% de la poblacion alérgica al polen del olivo reconoce la proteina Ole e 2 (Martinez
et al. 1999). Tiene una masa molecular media de 14.4 kDa y un punto isoeléctrico
medio de 5.1 (Martinez et al. 2002). Los cDNAs de Ole e 2 fueron aislados, clonados y
secuenciados anteriormente al aislamiento de la proteina, obteniéndose las tres
primeras secuencias de profilinas depositadas en al base de datos GeneBankTM/EMBL
(Y12425, Y12429, Y12430). La mayoria de ellas presenta un ORF de 405 pb y codifica un
polipéptido de 134 aminodcidos, con una alta identidad de secuencia entre ellos (295%)
(Asturias et al. 1997). La expresion de las profilinas como proteina de fusion en E. coli
mostré un alto grado de polimorfismo en su secuencia nucleotidica, apareciendo
microheterogeneidades en cuatro posiciones en la estructura primaria. Se ha descrito
la presencia de tres isoformas de profilina en este material, sobre la base de las
secuencias aminoacidicas resultantes de predicciones tedricas (Rodriguez et al. 2002).
Mediante SDS-PAGE se obtuvo un patrén de bandas de profilinas con masas
moleculares aparentes de 17.8, 17.0, 16.0 y 15.2 kDa (Martinez et al. 2002). También se
han caracterizado experimentalmente los principales epitopos de reconocimiento por
células B de estas proteinas (Asturias et al. 2002), asi como los epitopos de
reconocimiento por células T para los alelos mas frecuentes HLA-clase II de la
poblacion caucésica, mediante la prediccion de dichos epitopos con el programa T-
EPITOPE (Burastero et al. 2004).

A pesar de los datos obtenidos sobre las profilinas del olivo, existen todavia
numerosas incognitas en cuanto a las caracteristicas estructurales de estas proteinas en
el olivo, la posible presencia de isoformas adicionales, su probable procesamiento
postraduccional, la extensiéon de su polimorfismo, etc... Algunas de estas cuestiones

son abordadas en el presente trabajo.
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2. Tesis a plantear y objetivos

Segun se acaba de exponer a lo largo de la introduccion, las profilinas de plantas
forman parte de familias multigénicas en plantas, presentando numerosas isoformas y
estando presentes en muy diferentes tejidos y 6rganos vegetales. Poseen dominios de
interaccion con numerosos ligandos, y pueden ser consideradas multifuncionales, ya
que estan implicadas en el control y regulacion del citoesqueleto de actina y en la
sefializacion celular. Ademas, las profilinas poseen caracteristicas alergénicas en el
polen de muchas especies de plantas. A pesar de esta amplia funcionalidad y de sus
numerosas e interesantes peculiaridades, estas proteinas solo han empezado a ser
estudiadas y caracterizadas en Olea europaea L. a finales de los 90 y principalmente en
relacién con su cardcter alergénico. El presente trabajo pretende caracterizar la
variabilidad genética de las profilinas del polen en una amplia representacion del
germoplasma de Olea europaea L., y en otras especies como Betula pendula, Corylus
avellana, Phleum pratense y Zea mays.

El principal objetivo es analizar in silico las caracteristicas de las distintas isoformas y
clones obtenidos y establecer de forma tedrica las implicaciones de dicho polimorfismo
en muy diferentes aspectos de la funcionalidad de la proteina, incluyendo ademas sus
caracteristicas alergogénicas.

Para tal finalidad, se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener un numero significativo de secuencias de profilinas a partir de polen
maduro de Olea europaea L. de una amplia muestra del germoplasma de esta planta, asi
como de otras especies vegetales con extensa distribucion y con relevancia

alergogénica.

2. Caracterizar estructuralmente las secuencias obtenidas mediante su analisis

bioinformatico, determinando la extensién del polimorfismo.



3. Predecir la influencia del polimorfismo sobre la estructura 3D, la funcion bioldgica y

la interaccion con diversos ligandos.

4. Analizar in silico la influencia del polimorfismo intraespecifico de las profilinas del
olivo sobre su cardcter alergénico y sobre la presencia de reacciones cruzadas con

diferentes especies.

5. Caracterizar de forma preliminar la expresion y la reactividad diferencial de las
profilinas de polen de Olea europaea L. y de otras especies, frente a sueros anti-
profilinas, y establecer su localizacién celular. Mediante este objetivo se trata de
mostrar la existencia real de diferencias entre las profilinas analizadas sobre la base de

las predicciones realizadas.



MATERIAL Y METODOS






3.1. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado procede de arboles de olivo (Olea europaea L.) de diferentes
cultivares, bien caracterizados segun los caracteres pomologicos definidos por Barranco
y Rallo (1984). La tabla 4 recoge los cultivares de olivo estudiados con los datos
referentes a su difusion e importancia segin la FAO (Food and Agriculture

Organization of the United Nations) (2005) http://www.fao.org/.

Tabla 4. Variedades de olivo estudiadas. Coleccion de la que procede cada variedad: BGMO
(Banco mundial de germoplasma de olivo del CIFA “Alameda del Obispo”. Junta de
Andalucia, Cérdoba; EEZ (Estaciéon Experimental del Zaidin. CSIC. Granada); EELM
(Estacion Experimental La Mayora. CSIC. Malaga); MCO (Museo de la cultura del olivo,
Baeza, Jaén); GUE (Guéjar Sierra, Granada). La denominacién de “principal”, “secundaria”,
“difundida” y “local” sigue la clasificacién realizada por Barranco et al. (2005). Las
variedades no indicadas en estas categorias se muestran con un guion. El arbol concreto
utilizado para la obtencion del material esta definido por una clave denominada “Specimen-

Voucher”.
: o A Difusion e Specimen-
Cultivar Coleccion Denominacion . . P
importancia Voucher
Acebuche BGMO var. silvestre - 1.D. Alché 1400 CMVO
Arbequina MCO Principal Esparia y Argentina J.D. Alché 2000 UBE
= Italia, Francia, Albania "
Bella de Espaiia BGMO - China y Australia | )D- Alché 3300 CMVO
Blanqueta BGMO Principal Esparia J.D. Alché 1900 CMVO
. i Esparia, Portugal, .
Cornicabra BGMO Principal Argentina y Argelia J.D. Alché 2800 CMVO
Empe]tre BGMO Principal Espafia y Argentina | J.D. Alché 3100 CMVO
Farga MCO Principal Espafia y Argentina J.D. Alché 3000 UBE
P Europa, América, Asia, :
Frantoio MCO - ‘Aftica y Ausiralia J.D. Alché 4000 UBE
Galega MCO Difundida Portuga y Espafia J.D. Alché 5000 UBE
. Lol Esparia, Argentina, P
Hojiblanca EEZ Principal Australia y Turquia J.D. Alché 3000 EEZ
Leccino MCO - Furopa, América, Asia, 11y Ajcné 6000 UBE
Africa
Lechin de Granada BGMO Principal Espafia J.D. Alché 1600 CMVO
Lechin de Sevilla MCO Principal Espafiay Argentina | J.D. Alché 1000 UBE
Loaime GUE Secundaria Espania J.D. Alché 3000 GUE
Lucio BGMO Secundaria Espafia J.D. Alché 3000 CMVO
. o el Europa, América, :
Manzanilla de Sevilla BGMO Principal Australia y Asia J.D. Alché 0100 CMVO
Morrut BGMO Principal Espafia J.D. Alché 3200 CMVO
. o Europa, América, :
Picual GUE Principal Australia y Asia J.D. Alché 2000 GUE
: - Espafia, Portugal y .
Picudo BGMO Principal Argentina J.D. Alché 2900 CMVO
Sevillenca BGMO Principal Espafia J.D. Alché 2400 CMVO
Sourani MCO - Siria, Turquia e Iraq | J.D. Alché 7000 UBE
Verdial de Huévar BGMO Principal Espafia J.D. Alché 2500 CMVO
Verdial de Vélez-Mélaga|  EELM Principal Espafia 1.D. Alché 1000 MAY
Villalonga BGMO Principal Espafia y Argentina | J.D. Alché 1500 CMVO




Ademas se utilizaron podlenes de las especies Betula pendula (abedul), Corylus avellana

(avellano), Phleum pratense (hierba Timotea) y Zea mays (maiz) (Tabla 5).

Tabla 5. Otras especies estudiadas, cuya procedencia es: Jardin Botanico de la Universidad
de Bonn (Alemania) (BGB, Botanical Garden Bonn), y polen comercial de la empresa
Allergon AB, Angelholm (Suecia), http://www.allergon.com (ALL). La planta o muestra
concreta utilizada en el estudio se identifica con una referencia denominada “Specimen-

Voucher”.
5 Origen Difusion e ; .
Especie geny . Cultivar Specimen-Voucher
referencia 1mportanc1a
Betula pendula BGB Europa, Asiay Africa | Indeterminado M.I. Rodriguez-Garcia 1000 BGB
Corylus avellana BGB Europa, Asiay USA | Indeterminado M.L Rodriguez-Garcia 2000 BGB
ALL P
Phleum pratense Ref. 01139890 Europa, Asia y Africa Pratense M.I. Rodriguez-Garcia 011398901 Allergon
ALL
Zea mays Generalizado Birko M.IL Rodriguez-Garcia 012096901 Allergon

Ref. 012096901

Polen maduro

El polen de olivo de los cultivares seleccionados fue recolectado durante los meses de
Abril y Mayo del periodo comprendido entre los afios 2003-2005. El polen de las
especies Betula pendula y Corylus avellana fue recolectado durante los meses de abril a
Junio del afio 2003. El método de recolecciéon consistid en introducir ramas que
contienen inflorescencias dentro de bolsas de papel. Después de 3 a 5 dias, las ramas se
agitaron dentro de las bolsas y estas fueron retiradas del arbol. El contenido de las
bolsas fue filtrado a través de tamices de 150 um y de 50 pm con objeto de separar el
polen de los restos florales (anteras, sépalos, pétalos., etc...). Posteriormente el polen
tamizado fue procesado para microscopia o bien congelado en Ne-liquido y guardado a
-80 °C para su uso en la extraccion de proteinas y acidos nucleicos.

Hojas jovenes

Se recolectaron hojas jovenes para la realizacion de extracciones de ADN gendémico de
las colecciones anteriormente mencionadas.

Semillas maduras de olivo

Por otro lado se recolectaron frutos de olivo de los cultivares Picual y Acebuche, con el
fin de obtener las semillas de las que se aislaron el endospermo y el embrion para

realizar una extraccion de proteinas totales de ambos de tejidos.



3.2. METODOS

3.2.1. Analisis de acidos nucleicos

A) Extraccion de ARN total

En un mortero preenfriado con N: liquido, esterilizado mediante autoclavado y
tratado con una solucion de NaOH 5M durante 30 min para eliminar las
RNasas, se molieron 0.1 g de polen, endospermo o cotiledén hasta obtener un polvillo
fino. Este fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 ml, al que se le afadi6 0.7 ml de
tampon de extraccion (a), y 7 ul de B-mercaptoetanol. La mezcla se agitd bien con un
vortex hasta obtener una solucion homogénea. Dicha solucion se incubd a 56 °C en un
bafo termostatizado durante 1 min. La solucién fue clarificada mediante centrifugacion
a 10.000 x g durante 10 min, obteniéndose un sobrenadante que fue transferido a un
nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml al que se le anadié 0.7 ml de fenol (b). Después de
mezclar bien con el vortex se volvid a centrifugar a 10.000 x g durante 15 min,
obteniéndose dos fases separadas por una interfase mayoritariamente de proteinas. Se
separd la fase superior hidrofilica y se paso a un nuevo tubo eppendorf, al que se
anadio el mismo volumen de una mezcla de fenol/cloroformo (1:1). La solucién
resultante también se mezcl6 bien mediante vortex y se centrifugd a 10.000 x g durante
10 min. A la fase superior se le afiadi6 el mismo volumen de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), y después de mezclar bien solucion y de centrifugar a 10.000 x g
durante 5 min se volvid a se recuperar la fase superior, a la que se le afiadié el mismo
volumen de isopropanol preenfriado a -20 °C, para la precipitacion de los acidos
nucleicos. En este caso se llevo a cabo una agitacion suave invirtiendo el tubo y se
incubd a -20 °C durante 30 min. A continuacion la solucion se centrifugd a 10.000 x g
durante 15 min a 4 °C, para posteriormente eliminar el sobrenadante con mucho
cuidado. El precipitado se lavé con 1 ml de etanol al 70% preenfriado a -20 °C seguido
de centrifugacion a 10.000 x g a 4 °C durante 2 min. El precipitado se dejo secar a 37 °C

durante 10 min y se resuspendi6 en un volumen de 50 pl de H2.O-DEPC.



La cantidad y la pureza del ARN obtenido fueron determinados mediante la medida de
la relacion Azs/Azs0, en un sistema NANODROP ND-1000 (NanoDrop Technology),
para posteriormente guardarlo a -80 °C hasta su posterior uso. En algunos casos se

realiz6 un procedimiento de “Clean up” suplementario usando el kit RNeasy

(Quiagen).

Reactivos

(a) Tampon de extraccion: Tris-base 100 mM pH 9.0, acido etilendiaminotetracético (EDTA) 10 mM, LiCl
100 mM y SLS 1 % (Lauril sarcosina Sédica)

Notas

1. La incubacién de la muestra a 56 °C favorece la extraccién del ARN.

2. El fenol permite la extraccion de la fraccion proteica del tejido.

3. El cloruro de litio (LiCl) es una sal que permite la precipitacién especifica de acidos nucleicos de cadena
simple como el ARN.

4. Dietilpirocarbonato (DEPC): el tratamiento con DEPC del agua que posteriormente se va a utilizar para
resuspender el ARN obtenido, evita su posterior degradaciéon ya que el DEPC inhibe las RNasas. La
preparacion de H2O libre de RNasas consiste en anadir 500 ul de este reactivo en 500 ml de H20 en
agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente dicha solucion es autoclavada para inactivar el DEPC.
Otra forma de preservar la degradacién del ARN es hornear los morteros, los tubos y las puntas a 140 °C

durante 2 horas.

B) Extraccion de ADN gendmico a partir de hojas

Se ponen 0.5 gr de hojas de olivo desnervadas y un poco de arena de cuarzo estéril y
preenfriado en un mortero, anadiendo frecuentemente N2 liquido. Se moli6 la muestra
hasta conseguir un polvo muy fino, el cual fue transferido a un tubo de 10 ml de
capacidad y al que se le afiadieron 5 ml del tampon de extraccion Bromuro de cetil-
trimetilamonio (CTAB) (a), precalentado a 60 °C. La mezcla se incubd a 60 °C en un
bafio termostatizado durante 30 min y se agité ocasionalmente. Se agregaron 5 ml de
fenol, mezclando bien la solucién y centrifugandola a 2.000 x g durante 15 min a
temperatura ambiente en un rotor S5-34 (RC5C, Sorvall). El sobrenadante se recogio en

un nuevo tubo y se le aftadié el mismo volumen de fenol/cloroformo (1:1). La solucion



se mezcld bien nuevamente y se centrifugo6 a 2.000 x g durante 10 min a T? ambiente. A
continuacion se recogio la fase superior en un nuevo tubo al que se le anadi6 el mismo
volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y seguidamente se centrifugé a 2.000 x
g durante 5 min a T® ambiente. De nuevo la fase superior resultante se volvié a
recuperar en otro tubo al que se le afadieron 2 volimenes de isopropanol. El contenido
del tubo se mezcl6 mediante inversion y se incubd a -20 °C durante 2h.

Para recuperar el ADN gendmico, se eligio el procedimiento mas adecuado en funcion
de la concentracion:

1- Cuando la concentracion del ADN es importante, se aprecia un material
blanquecino, el cual se puede recoger mediante una espatula, y se le afiaden 10 ml de
un tampodn de lavado (b).

2 - Cuando la concentracion del ADN es inferior, se observa un material difuso. En este
caso el tubo se centrifuga a 1.000 x g durante 2 min, afiadiéndole posteriormente 10 ml
de un tampén de lavado (b).

3 - Cuando la concentracién del ADN es baja, no se distingue ningin material en la
solucion. La muestra es centrifugada a 10.000 x g durante 2 min. Posteriormente se le
anaden 10 ml de un tampén de lavado (b).

Tras cualquiera de estas opciones, el material resultante se incubé durante 20 min a T?
ambiente y se centrifugo posteriormente a 2.000 x g durante 10 min.

El sobrenadante fue eliminado con cuidado y se dejé secar bien el precipitado a T2
ambiente.

La eliminacién del ARN del ADN resuspendido en 1 ml de tampdn TE (c) se realizéd
anadiéndole RNAsa A a una concentracion final de 10 pg/ml, incubando dicha solucién
a 37 °C durante 30 min.

El ADN resultante se cuantifico y se midid su pureza en un sistema NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technology) para posteriormente almacenarlo a -20 °C hasta su

posterior uso.

Reactivos



(a) Tampon de extraccion CTAB: CTAB 2 % (p/v), NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, Tris-base 100 mM pH 8.0 y B-
mercaptoetanol 0.2 %

(b) Tampon de lavado: acetato amdnico 10 mM y etanol 76 %

(c) Tampén TE: Tris-base 10 mM pH 7.5 y EDTA 1 mM.

Notas

1. Bromuro de cetil-trimetilamonio (CTAB): es una sal de amonio cuaternario, con actividad detergente. Es
un surfactante catiéonico. Uno de sus usos incluye la utilizacién como solucién tamponante para la
extraccion de ADN.

2. Acetato amonico: Sal que ayuda a la precipitacion de acidos nucleicos de doble cadena.

3. EDTA: quelante de iones, que inhibe enzimas como las DNasas, impidiéndoles degradar el ADN.

C) RT-PCR de secuencias de profilinas

Transcripcion inversa (RT)

Las reacciones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de 0.2 ml a los que se anadieron
entre 2 a 5 ug de ARN total y 50 ng de un oligo dT: 5’- (T)1-3’, completando hasta 12 pl
con agua de calidad miliQ. Esta mezcla se incubd durante 5 min a 70 °C, para enfriarla
inmediatamente en hielo durante 1 min, permitiendo asi que el oligo dT quede unido a
la cola de poliA del ARNm. A continuacion se afiadieron los componentes siguientes: 4
pl de tampdn de transcriptasa inversa 5x, 1 pl de transcriptasa inversa (a), 1 ul de dNTPs
10 mM, 2 pl de DTT 100 mM y completar hasta 20 pl de volumen final con H2O-DEPC
(b). Esta mezcla se incub6 durante 1 hora a 42 °C y finalmente la reaccién tiene lugar

durante la incubacién a 65 °C durante 10 min

REACTIVOS

(a) Transcriptasa reversa M-MLV (200 U/ul) (Promega, USA)

(b) H2O-DEPC: DEPC .1 % (v/v) en H20 destilada en agitacién constante durante toda la noche. Autoclavar
para eliminar el DEPC.

Notas

1. Afiadir 10 pmol de oligo dT (5'- (T)17- 3") por cada pgr de ARN total.

2. El tratamiento a 70 °C elimina las posibles estructuras secundarias en el ARNm.

3. Afadir 100 unidades (U) del enzima transcriptasa reversa por cada pgr de ARN total.

Amplificacion de secuencias de profilinas mediante PCR



Las reacciones de amplificaciéon (50 pl de volumen total) se realizaron en tubos de 0.2
ml a los que se le afiadieron los siguientes componentes:

1 pl de Tampén EcoTaq (a), 4 ul de dNTPs (b), 2 pl de cada cebador (c), 5-10 ng de ADN
complementario (ADNCc) (f y H2O miliQ hasta 49.5 pl.

Las etapas de la amplificacion se realizaron en un termociclador T-Gradient (Biometra),
en el que se programaron las siguientes etapas:

1. Desnaturalizacion del ADNc a 95 °C durante 3 min

2. Etapa Hot Start de adiciéon de la ADN polimerasa (d) (0.5 pl de Ecotaq ADN
polimerasa) a 80 °C durante 1min.

Desnaturalizacion a 95 °C durante 1min.

Hibridacion de los cebadores: 56 °C durante 1 min

Extension a 72 °C durante 1 min

S

Polimerizacion final a 72 °C durante 10 min
Las etapas 3, 4 y 5 se repitieron entre 25 a 35 ciclos antes de llevarse a cabo la etapa final

de polimerizacidn.

REACTIVOS

(a) Tampoén de la ADN polimerasa (10x): Tris- base 100 mM pH= 8.3, Kcl 500 mM, MgClz 15 mM, gelatina
1.1%

(b) Mezcla de desoxirribonucledtidos (dANTPs) 10 mM

(o) Oligonucledtidos especificos 20 pmol.

El oligo Ole e 2 sense (5'-AGAGAATTCCATATGTCGTGGCA(A/G)(A/G)CGTACGT-3") y antisense (5'-
AGAAAGCTT(C/T)TACA(G/T)GCC(C/T)TGTTCA(G/T/C)(G/A/C)AGGTA-3"), fueron disefiados en base a
la secuencia de (Asturias y col. 1994), asi como en base a alineamientos de secuencias de profilinas de polen
de las especies Olea europaea, Betula pendula, Phleum pratense, Corylus avellana y Zea mays.

(d) EcoTaq ADN polimerasa (C. Viral) (5U/ul)

(e) ADN complementario (ADNCc) obtenido de la etapa anterior de transcripciéon inversa del ARNm

Notas

1. El protocolo de amplificacion usado para esta polimerasa fue concretamente el “Hot Start”, que consiste
en afiadir la polimerasa cuando la temperatura de la mezcla de reaccién es de 80 °C.

2. Para los controles negativos, se omite la etapa de transcripcién inversa.



D) Analisis de los productos de amplificacion mediante electroforesis en geles
de agarosa.

Las muestras obtenidas de la amplificacion mediante PCR se separaron en un gel
de agarosa al 1 % en tampon TAE (a), en un equipo de electroforesis (Minisub
DNA Cell, BioRad). El gel se incub6 en una solucién con bromuro de etidio () y
posteriormente se obtuvo la imagen del gel, que fue capturada y analizada en un
equipo GelDoc 1000/2000 (Bio-Rad), mediante el software Quantity One (Bio-
Rad).

Reactivos

(a) TAE: Tris-base 50 mM pH 8.2, EDTA 2.5 mM y 4cido acético glacial 20 mM

(b) Tampoén de muestras 6x: glicerol o Ficoll 18 % (v/v), verde de bromofenol 0.15 % (p/v),
xilenocianol 0.25 % (p/v), EDTA 6 mM y NaOH 300 mM

(c) Solucién de bromuro de etidio 10 g/l (p/v)

La(s) banda(s) de interés, se cortaron del gel con ayuda de un escalpelo. Para llevar a
cabo el proceso de extraccion de ADN de las bandas de agarosa se usé un kit de

extraccion QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)

E) Clonacién y secuenciacion de productos de PCR

Los productos de PCR se clonaron en un vector de clonacion pGEM-T easy (Promega),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las construcciones resultantes fueron
utilizadas para transformar células competentes DHs,, mediante un protocolo de
transformacion por choque térmico descrito por Sambrook et al. (1989). Las
células transformadas obtenidas se sembraron en placas Petri que contenian LB-

agar (b), ampicilina, IPTG y X-gal. Estas se incubaron toda la noche a 37 °C.

Reactivos
(a) Placas con LB-agar (ampicilina/IPTG/X-Gal): bactotriptona (Gibco) 10 g/l, extracto de levadura (Gibco) 5
g/l, NaCl 10 g/l. Ajustar el pH a 7.0 con 1M NaOH. Afadir agar 15 g/l y autoclavar. Enfriar hasta 50 °C y



anadir ampicilina, IPTG y X-Gal a una concentracién final de 100pg/ml, 20mM y 80 pg/ml respectivamente.
Agitar y repartir en placas Petri. Guardar las placas a 4 °C hasta su posterior uso.

Notas

1. IPTG es un inductor del gen de la f-galactosidasa.

2. X-Gal es un substrato de B-galactosidasa, que una vez metabolizado genera una coloracién azul.

3. La seleccion de colonias que contienen el inserto se realiza visualmente por el color, ya que aquellas de
color blanco contienen el plasmido con el inserto y las azules contienen el plasmido vacio, sin el inserto. La
base de la diferencia de color de las colonias con o sin el inserto o gen de interés, radica en que el plasmido
utilizado en la clonacién (pGEM-T esasy) contiene el gen de la -lactamasa que rompe el anillo lactamico

de la estructura del X-gal dando como resultado un producto de color azul, que se acumula en las células.

A partir de las colonias transformadas, se procedio a la obtenciéon de ADN plasmidico
utilizando un kit Wizard plus SV miniprep (Promega) siguiendo las recomendaciones
del fabricante.

El ADN plasmidico obtenido se resuspendid en 25 pl de H:O miliQ. Se midi6 la
concentraciéon y pureza del ADN y se almacend a -20 °C hasta su posterior uso. La
presencia de los insertos adecuados en las preparaciones de ADN plasmidico fue
analizada mediante digestion enzimatica de 0.5 ng de ADN plasmidico con el enzima
de restriccion EcoRI (Fermentas), siguiendo las instrucciones del fabricante para dicha
reaccion. Posteriormente, se analizaron los fragmentos de restriccién resultantes
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los clones considerados positivos por
la presencia de insertos de las caracteristicas adecuadas fueron secuenciados. Para ello
se utilizé una cantidad entre 0.4-1 pg del ADN plasmidico y 6.4 pmol de los cebadores

especificos SPs y T7.

Notas

Los cebadores usados como molde para la secuenciacion fueron:

SPs: 5'- TATTTAGGTGACACTATAG -3’

T7:5- TAATACGAGTCACTATAGGG -3’

La secuenciacién fue realizada por el Servicio de Secuenciacién del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lopez Neyra (CSIC, Granada), utilizando para ello un equipo ABI 373 XL Stretch acoplado a
un termociclador PE 9600 (PE Biosystems), y el kit de secuenciacién "ABI PRISM BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction" (PE Biosystems).



3.2.2 Herramientas bioinformaticas

A) Analisis de la identidad de las secuencias de las profilinas

Para llevar a cabo el calculo de la identidad de las secuencias, tanto nucleotidicas como
aminoacidicas, se realizo el alineamiento de ambos tipos de secuencias mediante el
programa Clustal W (Thompson et al. 1994; Labarga et al. 2005, Pillai et al. 2005),
http://www .ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html/. Dichos alineamientos se llevaron a
cabo entre secuencias de la misma especie y entre diferentes especies. Para ello se
calcularon las matrices de sustitucién/identidad de dichos alineamientos en base a las
matrices tipo BLOSUM (BLOck SUbstitution Matrix) (Henikoff & Henikoff 1992),
mediante el software Bioedit (Sequence Alignment Editor) v 7.0.5.3 (Hall T.A. 1999).

B) Analisis de la variabilidad de las secuencias de las profilinas

En el caso de las secuencias nucleotidicas, el examen de la variabilidad se llevd a cabo

mediante un diagrama de entropia, como una medida de la perdida de informacion
(perdida de bits de informaciéon) o pérdida de previsibilidad de encontrar un
nucledtido determinado en una posicion (Pierce J.R 1980, Schneider & Stephens 1990).
Dicho diagrama y sus valores de entropia se obtuvieron mediante el software Bioedit
(Sequence Alignment Editor) v7.0.5.3 (Hall 1999). Estas medidas dan una idea de la
variabilidad dentro de cada posicion del alineamiento multiple.

En el caso de las secuencias aminoacidicas, calculamos la variabilidad de cada posicion

de la secuencia (%) como el resultado de dividir el nimero de aminoacidos distintos
entre el nimero del mas comudn en cada posicion descrito en Radauer et al. (2006).

C) Analisis de las caracteristicas fisico-quimicas de las profilinas

Todos los parametros fisico-quimicos de las profilinas de polen obtenidas en esta tesis,
asi como las previamente secuenciadas, se han obtenido mediante las herramientas
ProtParam y ProtScale (Gasteiger et al. 2005), del servicio de protedmica del Instituto
Suizo de Bioinformatica (SIB), “The ExPASy” (expert protein analysis system)

http://ca.expasy.org/tools/.



D) Analisis de los motivos para posibles modificaciones postraduccionales

El analisis de las regiones de profilinas en las que puede existir modificaciones
postraduccionales se realizéo mediante el uso de de la herramientas como ScanProsite
http://www .expasy.org/tools/scanprosite/, del servicio de protedmica ExPASy,
http://www.expasy.org (de Castro et al. 2006).

El analisis de las posibles fosforilaciones en residuos de serina, treonina o tirosina de
proteinas de organismos eucariotas, se ha realizado mediante el programa NETPhos
1.0, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos (University of Denmark) (Blom 2004).

Las posibles proteinas quinasas que actuarian en estos y otros residuos se han predicho
mediante el programa NETPhosK v1.0 (Blom 2004) (fosforilacion de proteinas
eucariotas) del mismo servidor. NetPhosK se basa en redes neuronales de sitios de
fosforilacion de proteinas quinasa eucariotas, donde actualmente estan consideradas las
siguientes: PKA, PKC, PKG, CKII, Cdc2, CaM-II, ATM, DNA PK, Cdk5, p38 MAPK,
GSK3, CKI, PKB, RSK, INSR, EGFR y Src.

E) Prediccion de la estructura bidimensional de las profilinas

La prediccion de la estructura 2D de profilinas de cada especie, obtenida a partir de la
secuencia de aminoacidos deducida de cada clon, se llevd a cabo mediante el programa
SSpro 4.0, http://www.igb.uci.edu/servers/psss.html/. Se trata de un programa que
utiliza redes neuronales de datos de otras proteinas para esta aproximacion (Pollastri et
al. 2002, Cheng et al. 2005).

F) Prediccion de la estructura tridimensional de las profilinas

La prediccion de la estructura 3D de cada una de las secuencias de aminodcidos
deducidas de los clones obtenidos de las secuencias profilinas, se llevd a cabo mediante
la herramienta Workspace del servicio de modelizacion automatica de la estructura de
proteinas de SWISS-MODEL, accesible mediante el servidor de ExPASy (Schwede et al.
2003).



http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=modelling_simplel/
http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html/

Dicha prediccion es posible gracias a la estructura 3D ya conocida de otras proteinas
cristalizadas y de las que existe su archivo PDB (Protein Data Bank),
http://www.pdb.org. Una de las condiciones para llevar a cabo esto es que la proteina a
analizar en cuestion posea una similitud de secuencia mayor del 50% con las
homologas que ya existen en la base de datos, condicion que cumplen todas las
secuencias de profilinas descritas en este trabajo.

De este modo obtuvimos el modelo tridimensional proteico (PDB) que mejor se
ajustaba en cada caso, al comparar con todas las secuencias de profilinas de la base de

datos GenBank™/EMBL.

G) Prediccion de la formacion de puentes disulfuro

La posible formacion de puentes disulfuro, su nimero y el estado de cada cisteina en
relacién a los pares que estan unidas, fue analizada con la ayuda del programa DIpro
(Baldi et al. 2005, Cheng et al. 2006), http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
H) Analisis de los picos de antigenicidad elevada de las profilinas
Se ha llevado a cabo un anadlisis de distintos pardmetros que caracterizan las regiones
epitopicas de las proteinas, con el uso de la herramienta peptideselect™ design tool

(Invitrogen), http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=11037

I) Prediccion y analisis de los residuos de anclaje para los alelos del complejo
principal de histocompatibilidad clase II. Receptores de células T

La prediccion de las regiones de union a los alelos mas comunes del HLA-DR (el
sistema de antigeno leucocitario humano, nombre referido al complejo principal de
histocompatibilidad en humanos o0 MHC) de una secuencia antigénica (primer residuo
de cada nonapéptido), se llevd a cabo mediante el uso del programa T-EPITOPE,
http://www.imtech.res.in/raghava/propred/index.html, basado en matrices

cuantitativas y redes neuronales, que cubren una gran proporcién de los péptidos que



unen al HLA humano de clase II (Singh & Raghava 2001). El nivel umbral de
prediccion utilizado fue del 5 %. Para identificar ligandos HLA-DR dentro de las
secuencias de profilinas de las cinco especies, se seleccionaron péptidos que unen al

menos 2 halotipos diferentes en la mayoria de las secuencias analizadas.

J) Construccion y analisis de epitopos conformacionales

La prediccion de epitopos conformacionales potenciales en la superficie de las

profilinas, se realiz¢ utilizando como modelos las tres proteinas denominadas Hev b 8,

Bet v 2 y Ara t 8, http://www.pdb.org, las cuales fueron las que mayor homologia

poseian dentro de las profilinas de las especies analizadas.

El procedimiento para determinar dichos epitopos se llevd a cabo de la siguiente forma:

Las areas de superficie accesible al solvente (ASAS) de cada residuo se calcularon

usando el programa GETAREA vl.1 (Surface Area and Solvation Energy of

Macromolecules, SASA) (Fraczkiewicz & Braun 1996, 1998),

http://pauli.utmb.edu/cgi-bin/get_a_form.tcl, donde los valores relativos se calcularon

en relacion a una media de ASAS de cada residuo en el péptido GXG, siendo X cada
aminoacido de la secuencia de profilinas. Las distancias entre residuos se calcularon

usando el programa SWISS-PDB viewer v 3.7 (Guex & Peitsch 1997),

http://www.expasy.org/spdbv.

Los residuos que contribuyen a los epitopos conformacionales fueron predichos por un

algoritmo basado en la estructura 3D de proteinas y modificado respecto al ya

publicado (Kolaskar & Kulkarni-Kale 1999):

1. Se eligieron los residuos sobresalientes de la estructura 3D con un ASAS relativo
mayor del 75% como centro del epitopo. Si dos residuos que cumplieran esta
condicién se encontraban a una distancia menor o igual a 0.5 nm, se combinarian
para formar un epitopo tnico.

2. Se seleccionaron también para formar parte del epitopo, todos aquellos residuos en

un radio de 1 nm con un ASAS mayor del 20%. Esta distancia se eligio porque es el



tamanio tipico de la superficie de contacto entre un antigeno y un anticuerpo (Laver
1990).

3. Finalmente, los aminodacidos individuales que se encuentren entre otros dos
residuos o fragmentes peptidicos que cumplan el punto 2 y aunque ellos mismo no
lo hicieran, se incluyen en el epitopo, debido a que se asume que los residuos de
este tipo afectan la conformacion de los aminoacidos inmediatamente cercanos a

ellos.

K) Prediccion de la localizacion celular de profilinas

Se realizé una prediccion de la localizacion celular de profilinas, dependiendo de la
secuencia primaria de estas proteinas. Esta se realizé6 mediante los programas TargetP
vl.l1 server (Universidad de Dinamarca) (Emanuelsson et al. 2007),
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP, y PSORT v2.0 (Nakai & Kanehisa 1991),
http://psort.org. El programa PSORT es capaz de llevar a cabo una prediccion de la
localizacion de las proteinas analizadas dentro de determinados regiones subcelulares:
citoplasma, mitocondrias, cloroplastos, membrana plasmatica (parte citoplasmatica o
extracelular) y espacio extracelular, etc...

En segundo lugar se llevd a cabo dicha prediccion en funcidon de la posesion de un
péptido senal por parte de la proteina, que le hiciera seguir o no una via de secrecién
dentro de organulos celulares. Para ello se utilizd6 el programa SignalP V1.1
(Emanuelsson et al. 2007), http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP.

La prediccion de localizacion nuclear de las profilinas se llevd a cabo mediante el
programa Nucleo v1.0 (Hawkins et al. 2007), http://pprowler.itee.uq.edu.au/Nucleo-

Release-1.0/index.jsp/.

3.2.3. Analisis estadisticos

El andlisis de la varianza de una via (One-way ANOVA) estd basado en el Test de

distribucién de la F de Fisher-Snedecor (Fisher 1928, Mehta & Patel 1997), el cual sdlo



indica que uno de los grupos establecidos por la variable independiente difiere
significativamente de los demds. Por ello, para establecer que grupos difieren entre si,
es necesario realizar pruebas de rango post hoc (a posteriori) y comparaciones multiples
por parejas.

El estadistico F del ANOVA de un factor se basa en el cumplimiento de dos supuestos
fundamentales: normalidad y homocedasticidad.

Normalidad significa que la variable dependiente se distribuye normalmente en los
grupos definidos por la variable independiente. Si para las variables dependientes
(polimorfismo de ambos tipos de secuencias y reactividad a diferentes antisueros) se
estd trabajando con grupos grandes, es posible asumir que el estadistico F se comporta
razonablemente bien incluso para estas distribuciones alejadas de la normalidad. Para
evaluar la normalidad de las poblaciones de datos se utiliz6 el test de Shapiro-Wilk
(Shapiro & Wilk 1965).

Homocedasticidad o igualdad de varianzas significa que los grupos definidos por la
variable independiente poseen la misma varianza. Para contrastar esta homogeneidad
se wutiliza el test de Levene (Levene H. 1960). Si las varianzas difieren
significativamente, para realizar las comparaciones multiples es necesario seleccionar
un test que no asuma la igualdad de varianzas.

En este punto surgen dos posibilidades: emplear test paramétricos que asuman la no
homogeneidad de las varianzas, o recurrir a los test no paramétricos, especialmente
indicados para poblaciones de datos pequefias y/o grupos desiguales en numero de
datos.

El Test de Games-Howell (Games & Howell 1976), es un test paramétrico, similar al
test de Tukey (Tukey 1953), que permite determinar la existencia de diferencias
significativas en base al establecimiento de rangos de datos dentro de los grupos
(especies), asumiendo la no homogeneidad entre las varianzas. Ademas, de entre las

posibles pruebas de comparaciones multiples que no suponen igualdad de varianzas,



es el que presenta mayor potencia estadistica (menor posibilidad de cometer un error
al afirmar que no hay diferencias significativas).

En todos los casos se selecciond un nivel de confianza del 95%.

A) Determinacion de las diferencias entre las especies analizadas en funcion del
polimorfismo de sus secuencias nucleotidicas y aminoacidicas.

Con el objetivo de establecer si existen diferencias estadisticamente significativas entre
las cinco especies estudiadas en funcién del polimorfismo de sus secuencias, se
llevaron a cabo andlisis de la varianza de una via (One-way ANOVA) de los resultados
correspondientes a dichas variables.

Las comparaciones multiples de las cinco especies en funciéon del polimorfismo de
ambos tipos de secuencias o de las reactividades de los diferentes antisueros, se

llevaron a cabo mediante el Test de Games-Howell.

B) Determinacion de las diferencias entre las especie/cultivares y antisueros.

Los datos obtenidos de las medidas de reactividad de los diferentes sueros frente a
extractos proteicos de 24 cultivares de olivo (Fig. 42 A-E) y frente a extractos proteicos
de las cinco especies analizadas (Fig. 44 A-E), se sometieron al andlisis de la varianza
de una via para determinar en primer lugar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre las especies estudiadas o entre los diferentes cultivares analizados
para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas para los cinco
antisueros utilizados.

Las comparaciones multiples se llevaron a cabo mediante el Test de Games-Howell en

funcion de las premisas descritas en el apartado anterior.

3.2.4. Analisis de proteinas
A) Extraccion de proteinas totales para SDS-PAGE

Polen maduro



Se realizaron dos extracciones consecutivas, en las que en primer lugar se afiadié 0.5 g
de polen maduro a 5 ml de una solucion de extraccion (). Posteriormente se anadio a
dicha mezcla 100 pl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) ) y una mezcla de
inhibidores de proteasas especificos para plantas (Sigma), ambos en una proporcion
de 1:200 (v/v). Las muestras se incubaron durante 4 h a 4 °C en agitacion constante.
Para la clarificacion del sobrenadante las muestras se centrifugaron a 12.000 x g durante
30 min a 4 °C.

El clarificado se separo y se guardo a -20 °C hasta su posterior uso, repitiendo el mismo
proceso de extraccién con el precipitado, pero manteniéndolo en agitacion constante
durante toda la noche a 4 °C, obteniéndose un clarificado de la misma forma y
mezclandolo con el obtenido el dia anterior, para posteriormente filtrarlos a través de

una membrana de 0.2 um y almacenarlos en alicuotas a -20 °C hasta su posterior uso.

Reactivos

(a) Solucion de extraccion: tampon fosfato salino (PBS) a pH 7.4 (NaCl 140 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPOx 8.15
mM y KH2POs 1.8 mM).

(b) PMSF 100 mM: preparar en isopropanol y almacenar a -20 °C. Agente inhibidor de proteasas. Antes de
usar, calentar con el fin de disolver los cristales que se forman durante su almacenamiento prolongado a

bajas temperaturas.

Semillas (endospermo y cotiledon)

Tanto el cotiledon como el endospermo de semillas maduras fueron molidos
separadamente, 0.5 g de cada material, en un mortero con la adicién frecuente de N:
liquido, hasta obtener un polvo muy fino, al cual posteriormente se le afadieron 5 ml
de un tampodn de extraccion ().

Tras la agitacion vigorosa con vortex hasta obtener una soluciéon homogénea, la
resuspension fue centrifugada a 10.000 x g durante 15 min a 4 °C.

El sobrenadante clarificado obtenido fue filtrado a través de un filtro de 0,2 pum,

almacenandolo en alicuotas a -20 °C hasta su posterior uso



Reactivos

(a) Tampon de extraccion: Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris-base) 1M pH 7.0, dodecilsulfato
sodico (SDS) 7.7% y p-mercaptoetanol (B-ME) 10 %.

Notas

1. B-ME: agente reductor que rompe puentes disulfuro intra o intercatenarios.

2. SDS: detergente idnico que posee carga negativa y un fuerte caracter desnaturalizante de proteinas.

B) Extraccion de proteinas totales de polen maduro para electroforesis bidimensional
(2D)

En un mortero previamente enfriado con nitrégeno liquido, se homogeneiz6 0.1 g de
polen hasta obtener un polvillo muy fino, que fue resuspendido en 1.5 ml de tampdn de
lisis (a). Posteriormente y con el fin de eliminar el exceso de compuestos fendlicos, se le
anadid a la muestra PVP ). Por ultimo, las proteinas fueron precipitadas en 10
volimenes de una solucion de precipitacion () preenfriada a - 20 °C durante 1 hora. El
precipitado fue resuspendido en 0.5 ml de tampdn de solubilizaciéon ) y ultra
centrifugado durante 1 hora a 45000 x g a 4 °C para eliminar las particulas insolubles.

Las muestras fueron almacenadas a -80 °C hasta su posterior uso.

Reactivos

(a) Tampodn de lisis: urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v), SDS 3% (p/v), DTT 60 mM, anfolitos (pH 3—
10) (Amersham Biosciences) 0.5% (v/v) y azul de bromofenol 0.01% (p/v).

(b) Polivinilpirrolidona (PVP) 5 % (p/v)

(c) Solucién de precipitacion: acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) y DTT 0.2% (p/v)

(d) Tampon de solubilizacion: urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v), DTT 60 mM, anfolitos (pH 3-10)
(Amersham Biosciences) 0.5% (v/v) y azul de bromofenol 0.01% (p/v).

Notas

1. 3-(cloroamidopropil)-dimetilamonio-1-propanosulfato (CHAPS): es un detergente anfétero, débilmente
desnaturalizante que no afecta a la carga de las proteinas. El CHAPS solubiliza muy bien las proteinas de
membrana. Es compatible con la utilizacién de urea y su uso es frecuente como alternativa a los

detergentes no i6nicos.

2. Anfolitos: moléculas polares eléctricamente neutras que facilitan la formacién de un gradiente estable de

pPH, esencial para el isoelectroenfoque (IEE). Son compuestos anféteros de bajo peso molecular (anfolitos



portadores), que son pequenias poliaminas (alrededor de 750 kDa) con abundantes grupos acidos y basicos,
con un pl que abarca desde 2.5 hasta 11.0, con gran capacidad tamponente cerca de su pl y con una gran

solubilidad y conductividad.

3. Urea y tiourea: agentes desnaturalizantes de proteinas. La urea interfiere con las reacciones hidrofébicas
de las proteinas y debe incluirse en el tampdn de la muestra y en todos los que se empleen para la

preparacion de los geles.

4. Ditiotreitol (DTT) y B-mercaptoetanol (8-ME): En algunas proteinas hay puentes disulfuro entre los
residuos de cisteina (para formar cistinas) de una misma cadena polipeptidica (puentes intracatenarios) o
de diferentes cadenas (puentes intercatenarios) de algunas proteinas con estructura cuaternaria. Estos
puentes se pueden romper mediante tratamiento con determinados agentes reductores, como por ejemplo,

el 8-ME o el DTT.

5. Dodecilsulfato sodico o lauril sulfato sédico (SDS): Detergentes ionicos que poseen carga negativa y un
fuerte caracter desnaturalizante de proteinas. La molécula de SDS proporciona una carga negativa, por lo
que los complejos SDS-proteina estan cargados negativamente de forma uniforme y la separacion de los

complejos SDS-proteina se realizaran estrictamente segin su tamafio molecular.

C) Valoracion de la concentracion de proteinas por el método de Bradford

El procedimiento de cuantificacion espectrofotométrica de proteinas esta basado en el
método disefiado por Bradford (1976) siguiendo las instrucciones del fabricante Bio-
Rad protein assay (Bio-Rad, USA), y utilizando BSA para la elaboracion de la curva

patrén.

D) Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Esta técnica se llevo a cabo segtin el método cldsico descrito por Laemmli (1970), con
geles preparados al 12% (gel separador) y al 4 % (gel concentrador) utilizando un
equipo de electroforesis Mini-Protean III (BioRad)

Para la preparacion de las muestras, se mezclaron entre 25-50 ug de proteina total con
un tampon de carga 5x (a) en relacion 5:1. Las muestras se sometieron a hervido para su

desnaturalizacién durante 5 min a 95 °C en un bafio termostatizado.



Los geles con las muestras se sometieron a una corriente inicial de 30 v, hasta
que las muestras estuvieran dentro del gel separador, para posteriormente

someterlas a un voltaje de 200 v hasta el final de la carrera electroforética.

Reactivos

(a) Tampon de carga 5x: Tris-base 0.5 M pH= 6.8, SDS 10 %, glicerina 50 %, DTT 7.7 % y azul de
bromofenol 0.05 %.

(b) Tampones de electroforesis y tampdn de gel:

(c) Acrilamida (49.5% T, 3% C) (BioRad, USA): disolver 48 g de acrilamida y 1.5 g de bisacrilamida en 100

ml agua.

E) Electroforesis bidimensional o 2D en geles de poliacrilamida.

Para llevar a cabo esta técnica, se utilizé un equipo IPGPhor (Amersham-Pharmacia
Biotech) para la primera etapa (hidratacion en gel e isolectroenfoque), y un equipo de
electroforesis PROTEAN II xi Cell (BioRad) para la segunda dimension. Este equipo se
acopld a un bano termostatizado de recirculaciéon de agua para el mantenimiento
constante de la temperatura de los geles. Las muestras a analizar fueron aplicadas a
una tira de gel deshidratado de poliacrilamida (Immobiline DryStrip -pH 3-10- NL,
Amersham-Pharmacia Biotech) durante 12 horas a 30 V. Para la etapa de
isoelectroenfoque, que fue llevada a cabo a 20 °C en el mismo sistema IPGPhor, se
aplicé a las tiras de gel una corriente de 300 V (1h) y 1000 V (1h), seguido de un
incremento linear desde 1000 a 8000 V, voltaje que llegaba hasta un total de 85 kVh.
Una vez focalizado el gel, la tira se colocd en la parte superior de un gel de
poliacrilamida (12% T, 2.67% C).

La migracién a lo largo de la segunda dimension fue llevada a cabo usando tampén de
separacion (a) a 20 mA/gel durante 1 h y 40 mA/gel durante otras 4 h.

Después de haber finalizado la segunda dimension, el gel fue fijado y tefiido con la
técnica de tincion de plata (Rabilloud et al. 1992). Posteriormente se obtuvo la imagen

del gel digitalizada a 87.4 um de resolucién usando un escaner PowerLook III (UMAX



Systems GmbH, Germany) y se proces6 la imagen mediante el software MagicScan

(UMAX Systems GmbH, Germany).

Reactivos

(a) Tampon de separacion: 0.192 M Glicina, 0.025 M Tris-base y 0.01 % SDS

Notas

1. La reproducibilidad del sistema 2D fue confirmada mediante la realizacién de al menos dos
experimentos independientes.

2. La masa molecular experimental de cada spot fue calibrada usando un standard comercial

(Precision Plus Protein Standards, BioRad).

Tincion de plata para geles de poliacrilamida

La tincion con plata se realizo segin el método de Rabilloud 1992:

1. Fijacion: 1h a temperatura ambiente en solucion de fijacion (a).

2. Sensibilizacién: 6h a temperatura ambiente en solucidon de sensibilizacion (b). La
bandeja conteniendo el gel se cubriéo con papel de aluminio para proteger la
solucion de la luz.

Lavados: 6 lavados de 20 min cada uno con agua miliQ

Tincion: 1h a temperatura ambiente en solucion de tincion (c).

Lavados: un lavado de 10 min con agua miliQ

Revelado: 5 min a temperatura ambiente en solucién de desarrollo (d).

N ok W

Parada de la reaccion: el gel se puede dejar en solucion de parada de reaccion hasta
3 dias a temperatura ambiente, en una solucion de parada (e).

Después del proceso, se escanearon los geles y se guardaron después de secar.

Reactivos

(a) Solucion de fijacion: Etanol 50 % (v/v), acido acético glacial 16,67%

(b) Solucion de sensibilizaciéon: Etanol 20 % (v/v), acetato potasico 125 mM, tetrationato potasico 2.5 mM,
glutaraldehido 0.5 % (w/v)

(c) Solucién de tincion: nitrato de plata 3.65 mM, formaldehido al 0.026% (w/v)

(d) Solucion de revelado: carbonato potasico 54.3 mM, formaldehido 0.0185 % (w/v), tiosulfato sddico

pentahidratado 0.05 mM



(e) Solucion de parada: Tris-base 0.41 M, acido acético glacial 40%

Notas

Es conveniente el uso de reactivos puros (grado analitico) para realizar esta técnica, asi como agua de
calidad miliQ. Los recipientes en que se preparen las soluciones han de estar muy limpios y libres de

polvo, asi como usar guantes siempre para el manejo de los geles.

Secado de geles

Con objeto de conservar los geles durante largo tiempo, estos fueron lavados con H.0
destilada durante 5 min dejandolos en agitaciéon durante una noche en una solucién de
glicerol al 3 % (v/v). Posteriormente, se colocaron entre 2 piezas de plastico poroso
(papel celofan) empapado en la misma solucion de glicerina al 3% en H20 y se dejaron

secar a T? ambiente en un marco de metacrilato.

F) Transferencia de geles SDS-PAGE a membranas de PVDF

El sistema de transferencia sumergido se utilizé para geles de poliacrilamida obtenidos
mediante el sistema miniProteanlll (BioRad). La transferencia fue llevada a cabo
mediante el sistema Mini Trans-Blot (BioRad) seguin las instrucciones del fabricante.
Para realizar la transferencia de geles 2D se utiliz6 el sistema semiseco (BioRad).

En ambos casos y de forma previa a la transferencia, se procedio a equilibrar el gel de
poliacrilamida en tampén de transferencia (a) 6 (b) durante 30 min. Para la transferencia
se usé en ambos casos membrana de fluoruro de polivinil pirrolidona (PVDF)
(BiotraceTM 0.45 mm, PALL)

En el primer caso, se aplicd un voltaje constante de 120 V durante 90 min a T? ambiente.
En el segundo caso, la transferencia se realizé a una intensidad de corriente de 1.9 -2.5

mA por cm? de area del gel durante 60 min.

Reactivos

(a) tampodn de transferencia sistema sumergido: Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 %. El pH
debe de estar proximo a 8.3

(b) tampodn de transferencia sistema semiseco: Tris-base 48 mM pH 9.2, glicina 39 mM, Metanol 20%

Notas



La membrana de PVDF es muy hidréfoba y es necesario hidratarla con metanol y posteriormente con agua.

Usar siempre guantes y evitar tocar la membrana con los dedos.

G) Deteccion de proteinas mediante Inmunoblot

Después de la transferencia, las membranas se equilibraron en tampoén TBST (a)
durante 5 min, y posteriormente fueron bloqueadas durante 2h a temperatura ambiente
con una solucion de bloqueo (b). Todas las etapas del proceso se realizaron en agitacion
suave. A continuacion se afadio el anticuerpo primario correspondiente (ver tabla 4)
diluido en la misma soluciéon de bloqueo. Tras incubar durante 4 h a temperatura
ambiente, las membranas se lavaron dos veces durante 15 min con una solucién de
TBST. Posteriormente, las membranas se incubaron durante 1h a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario correspondiente, en una dilucién 1:5000 en tampdén TBST.
Se us6 indistintamente un anticuerpo secundario de ratén anti-IgG de conejo,
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma). Las membranas fueron lavadas cuatro veces

durante 15 min con TBST, para ser reveladas posteriormente.

Reactivos

(a) Solucion de TBST: Tris-base 50 mM y NaCl 0.2M. Ajustar el pH a 7.5 y anadir Tween-20 al 0.05 %

(b) Solucién de bloqueo: BSA 10 % en TBST.

Notas

1. Tween-20: detergente que se utiliza para evitar las uniones inespecificas entre los anticuerpos.

2. Anticuerpos primarios utilizados:

Anti-Ole e 2: antisuero (ac.) policlonal fabricado en conejo frente al fragmento aminoacidico
AQSATFPQFKPEEM de la proteina Ole e 2 de olivo (Morales et al. 2007) (dilucién 1:20000)

Anti-ZmPRA: ac policlonal desarrollado en conejo frente a las profilinas nativas de maiz (dilucion 1:500)
Anti-ZmI5: ac policlonal desarrollado en conejo frente a la isoforma 5 de profilina de maiz (dilucién 1:500)
Anti-Zml4: ac policlonal desarrollado en conejo frente a la isoforma 4 de profilina de maiz (dilucién 1:500)

Anti-ZmI3: ac policlonal desarrollado en conejo frente a la isoforma 3 de profilina de maiz (dilucién 1:500)



H) Revelado de la actividad fosfatasa alcalina mediante NBT/BCIP

Tras incubar con el anticuerpo secundario y lavar la membrana con tampén de lavado
(@ dos veces durante 15 min a T? ambiente la membrana se equilibré en tampdn de
activacion (b) durante 2-5 min.

Para revelar la actividad fosfatasa alcalina, se adicion6 a la membrana 1 ml de solucion
de NBT-BCIP (Amresco) a temperatura ambiente durante 5 a 10 min o hasta que
aparecio la sefial.

La reaccién de la fosfatasa alcalina fue detenida mediante un corto lavado con TBST

Reactivos

(a) Tampon de lavado: cido maleico 0.1 M, cloruro sédico 0.15 M y Tween-20 al 0.3 % (v/v), pH 7.5.

(b) Tampodn de activacion de la fosfatasa alcalina: cloruro sédico 100 mM, cloruro de magnesio 5 mM y
Tris-base 100 mM, pH 9.5.

Notas

La base de la reaccion colorimétrica se encuentra en que la desfosforilacion del substrato BCIP por el
enzima fosfatasa alcalina origina la aparicién del producto BCI que se une al NBT y forma un compuesto

insoluble de color violaceo.

I) Deteccion de glicoproteinas con concanavalina A sobre membranas

La membrana se equilibré6 con tampén TBST (a) durante 5 min y se bloqued a
continuacion con una solucion de bloqueo () durante 1 h a temperatura ambiente.

La lectina concanavalina A conjugada con peroxidasa (Sigma) se diluyé hasta una
concentracion final de 20 mg/ml en tampoén TBST. Con ella se incubd la membrana
durante 4 h a temperatura ambiente.

Tras este paso, la membrana se lavo dos veces durante 15 min con TBST y se incubé con
5 ml diaminobenzidina (DAB) (Sigma) a T ambiente hasta que aparecid la sefial.

La reaccion de revelado fue detenida mediante un corto lavado con TBST.

Reactivos
(a) TBST: Tris-base 0.01M, cloruro sédico 0.15M, Tween-20 al 0.05%
(b) Solucién de bloqueo: BSA 3 % en TBST.



Notas

La lectina concanavalina A se une especificamente a los azticares (manosa) de las glicoproteinas

J) Germinacion del polen de olivo

El polen de la variedad Picual (0.05 g/placa), se puso en camara de humedad durante
30 min a 30 °C, para posteriormente pasarlo a una caja Petri conteniendo 10 ml de
medio de germinacion (a) (M'rani-Alaoui 2000). Las caja Petri se mantuvieron a 25 °C en
oscuridad y se tomaron muestras de polen a diferentes tiempos de germinacion (5 min,

1,4, 7 y 18 h); Finalmente el polen fue separado por centrifugacion (1000xg, 20 sec).

Reactivos
(a) medio de germinacién: sacarosa 10% (p/v), Ca(NOs)2 0.03% (p/v), KNOs 0.01% (p/v), MgSOas 0.02%
(p/v), HBO3 0.03% (p/v)

K) Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

Las proteinas clonadas, expresar y purificar fueron las isoformas 2 y 4 de profilinas de
Arabidopsis thaliana, la isoforma I de profilina humana, y la vilina humana. Con
excepcion de la vilina humana, que fue clonada en el vector de expresion pGEX-KG
(Pharmacia). El resto de secuencias fueron clonadas en el vector de expresion pET-23d
(Novagen). En el primero de los casos (pGEX-KG), el producto de expresion resultante
se encuentra unido a Glutatiéon S-transferasa (GST), mientras que el sistema pET-23d
genera productos de fusién conjugados con una cola de poli-Prolina.

Los vectores de expresion utilizados y las estrategias de clonacion llevada a cabo para
las diferentes proteinas se resumen a continuacion:

En primer lugar se obtuvieron los plasmidos con los genes de interés clonados en ellos
(isoforma Il y IV de profilina de Arabidopsis thaliana) mediante su solicitud a TAIR (The
Arabidopsis Information Resource), http://www.arabidopsis.org/index.jsp (The Ohio
State University, Columbus). La construccidon génica de la isoforma I de la profilina
human fue suplementado por el Dr. S.Almo (Albert Einstein College of Medicine, The

Bronx, NY, U.S.A.), y el de la vilina humana por el Dr S. Huang (Purdue University,



IN USA). En el caso de las 3 isoformas de profilinas, se amplificaron mediante PCR
con cebadores adecuados en cada uno de los casos, con una secuencia in frame con la

de los vectores de expresion en los que posteriormente fueran a ser clonadas (Fig. 9).
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Figura 9. Vectores utilizados para clonar los diferentes genes, que posteriormente se
expresaran. En el caso de las 3 isoformas de profilinas se utilizé el vector pET-23d, una



variante del que se muestra en la figura (A), en el que se ha sustituido una diana Ndel
(posicién 238) por Ncol en el T7-Tag; para la vilina humana se utilizé el vector pGEX-KG (B)

Los cebadores que servia de sense en la reaccion de PCR poseian una diana para la
enzima de restriccion BamHI y los cebadores que servian como antisense en la reaccion
de PCR contenian una diana para el enzima de restriccion HindIIl. En el caso de la
vilina humana, las dianas de restriccion fueron EcoRI y Xhol para los cebadores sense y
antisense respectivamente.

En todos los casos, tras la purificacion de los productos de PCR, éstos fueron clonados
en un vector linearizado pCR2.1 (Invitrogen). Las diferentes construcciones se
utilizaron para transformar células compententes XL-1Blue (Stratagene). Tras la
seleccion visual en placa (sistema LacZ-colonias blancas/azules) de las células
transformadas con dichas construcciones, se picaron algunas de ellas para su posterior
crecimiento en un medio selectivo con los antibidticos adecuados. De estos cultivos se
obtuvo el ADN plasmidico con el gen de interés en cada caso, mediante un sistema
Midiprep (promega), para posteriormente separar los genes mediante digestion
enzimatica adecuadas, dependiendo de cada construcciéon génica (BamHI-HindIII en el
caso de las 3 isoformas de profilinas; EcoRI-Xhol en el caso de la vilina humana). Tras
la purificacion de estos fragmentos de los geles de agarosa, éstos se utilizaron para la
subclonacién en los respectivos vectores de expresion pET-2d (isoformas II y IV de
Arabidopsis thaliana e isoforma I humana) y pGEX-KG (vilina humana) y posterior
transformacion de células competentes BL21 (DE3) (Novagen) y crecimiento de estas
en un medio suplementado con ampicilina (100 pg/ml).

Una vez obtenidas las construcciones génicas de esta forma, en las que se comprobd
mediante secuenciacion que el marco de lectura abierto de los genes de interés se

encontraba ubicados correctamente, se llevo a cabo la siguiente etapa que consistid en

la expresion de dichas proteinas. Para ello se utilizaron los procedimientos descritos y
los reactivos presentes en los correspondientes kits comerciales de expresion.

Brevemente: se prepard un cultivo de 50 ml de medio LB y ampicilina 100 pg/ml, en el



que se crecio toda la noche en agitacion constante de 240 r.p.m. y 37°C de temperatura,
uno de lo clones de interés. A la mafiana siguiente se inocularon 4 litros de medio LB
con ampicilina 100 pg/ml, repartidos en frascos Erlenmeyer de 500 ml con el cultivo
crecido toda la noche en una dilucion 1:50. Dichos cultivos se pusieron a crecer
durante 2 h a 37 °C en agitaciéon constante de 240 r.p.m. y 37 °C de temperatura.
Posteriormente se indujo la expresion de dicho gen anadiendo IPTG en una
concentracion final de 0.5 mM, continuando la agitacion constante y la misma
temperatura que en la etapa de incubacion anterior.

Tras este periodo de induccién se recolectaron las células del cultivo mediante
centrifugacion a 6000 x g en una centrifuga con rotor 55-34 (RC5C, Sorvall) y dichas
células se guardaron a -80 °C hasta su posterior uso.

Por ultimo y para llevar a cabo la etapa de purificacién de profilinas, se siguid el

siguiente protocolo:

1. Se resuspendio el precipitado de bacterias en 25 ml de tampodn I (), al que se le
agrego 25 pl de un cocktail de inhibidor de proteasas (c) y 250 ml de PMSF (b).

2. Posteriormente se sonicaron las muestras 5 veces durante 20 segundos en hielo.

3. Las muestras se centrifugaron a 15000 r.p.m. durante 25 min a 4 °C, y se
recogio el sobrenadante.

4. Nuevamente se centrifugé el sobrenadante durante 25 min a 19000 rpm a 4°C.

5. Una vez clarificadas las muestras, fueron aplicadas a una columna de PLP-sefarosa
preequilibrada con tampon I. De esta forma las profilinas se quedaran unidas al
PLP.

6. A continuacion se equilibré la columna aplicando 3 volumenes de cama de
columna de tampon 1.

7. Se repiti6 nuevamente la operacidon con urea 2M en tampoén 1. Esta operacion se
utiliza para limpiar la columna de proteinas unidas débilmente.

8. Posteriormente se aplico el mismo volumen de urea 3M en tampon 1.



10.

11.

12.

Por ultimo y para separar las profilinas de la columna, se aplico a ésta urea 7M en
tampon I, para recoger posteriormente el eluido en distintas fracciones.

A dichas fracciones se les midi6 la concentracion de proteina mediante un ensayo
de Bradford, para posteriormente juntar todas aquellas en que la concentracion de
proteina era elevada.

Se dializaron estas fracciones que contenian la proteina durante 2 noches en
tampon I, en tubos de dialisis con un corte de peso molecular de entre 5-7 kDa.

Se hicieron alicuotas de dicha fraccion, congelandolas en Na-liquido y se guardaron
a -80 °C hasta su posterior uso. También se corrié un gel SDS-PAGE con parte de

las distintas fracciones del proceso de purificacion.

En el caso de la vilina humana, el proceso de induccién de la expresion de proteinas se

realizé de forma similar al caso anterior. Brevemente:

1.

Tras recoger el precipitado de bacterias, éstas se resuspendieron en 50 ml de PBS
(d).

Las células resuspendidas se sometieron a sonicacion 5 veces durante 20 segundos
en hielo.

Tras clarificar mediante centrifugacion como se describe anteriormente, se mezcld
el sobrenadante con una resina de afinidad conjugada con glutatién. Esta mezcla se
incubd durante 30 min a temperatura ambiente.

La mezcla se dispensé en una columna, a través de la cual se dejo pasar el
sobrenadante.

Se equilibrd la columna con 3 volimenes de cama de PBS. Esta etapa se repitio dos
veces.

Por ultimo y para separar las proteinas de la columna, se aplico a ésta un volumen
de cama de tampon de elusion conteniendo Glutation (e). Se recogieron diferentes

fracciones.



7. A dichas fracciones se les midi6 la concentracion de proteina mediante un ensayo
de Bradford, para posteriormente juntar todas aquellas en que la concentracion de
proteina era elevada.

8. Por ultimo se hicieron alicuotas que fueron almacenadas a -80 °C.

Reactivos

(a) Tampon I: Tris-HCI 20 nM, pH 7.5; KC1 150 mM y DTT 0.2 mM

(b) PMSF 100 mM (dilucién 200:1): preparar en isopropanol y almacenar a -20 °C. Agente inhibidor de
proteasas. Antes de usar, calentar con el fin de disolver los cristales que se forman durante su
almacenamiento prolongado a bajas temperaturas.

(c) Cocktail inhibidor de proteasas especificas de plantas (Sigma).

(d) PBS: NaCl 140 mM, KCL 2.7 mM, Na:HPO4 10 mM, KH2POs4 1.8 mM, pH 7.4. Preparar una solucién 10
X para su conservacion.

(e) Tampon de elucion: glutation reducido 10mM en Tris-HCL 50 mM, pH 8.

3.2.5. Estudios celulares
A) Preparacion de muestras para microscopia electronica de transmision

Fijacion de las muestras:
El material vegetal se sumergié en una soluciéon de fijacion (a), aplicdndole vacio
durante 10 min. Tras incubar a 4 °C durante 4 h, se elimino la solucién de fijacion y se
anadio solucion de fijacion fresca, incubando toda la noche las muestras a 4 °C.
Posteriormente, se retird el fijador a las muestras, y se lavaron tres veces durante 30
min. a 4 °C con tampén de lavado (b).

Deshidratacion de las muestras
Las muestras se sometieron a deshidratacidn, en una serie de diluciones de etanol:
Etanol 30 % a 4 °C durante 1 h.
Etanol 50 % a 4 °C durante 1 h.
Etanol 70 % a -20 °C durante un dia.
Etanol 90 % a -20 °C durante 6 h.
Etanol 100% a -20 °C durante 2 dias (2 veces).



Infiltracion de las muestras en resina Unicryl
El proceso de infiltracion en resina Unicryl se llevd a cabo mediante la adicion de una
mezcla de etanol 100 % y Unicryl (BioCell International) (1:1) a -20 °C durante dos dias.
Posteriormente se cambid la solucion de infiltracion por Unicryl puro durante una
semana a -20 °C. Posteriormente, las muestras se introdujeron individualmente en
capsulas de gelatina con Unicryl, que polimerizaron con luz UV a -20 °C durante tres

dias.

Reactivos
(a) fijador: paraformaldehido 4 % (p/v) y glutaraldehido 0.2 % (v/v) pH 7.2 en tampon cacodilato sédico 0.2 M.
(b) tampén de lavado: cacodilato sédico 0.2M pH 7.2

(c) formvar 0.3 % (p/v) en cloroformo.

B) Obtencion de secciones

Se obtuvieron secciones ultrafinas (70-90nm) para microscopia electronica de
transmision (MET), con un microtomo Ultracut E (Reichert-Jung).

Las secciones se recogieron con rejillas de niquel (200 agujeros) recubiertas con una

pelicula de formvar (a) y se dejaron secar.

Reactivos

(a) formvar 0.3 % (p/v) en cloroformo.

O). Inmunocitoquimica para microscopia electronica de transmision (MET)

Las secciones ultrafinas fueron tratadas con una solucion de bloqueo (a) durante 1 h a
temperatura ambiente.

Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente, diluido en
tampdn de bloqueo a temperatura ambiente entre 1 h y 2 h a una dilucion 1:1000 en
todos los casos. Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces con PBS (b), durante
10 min cada una, y fueron tratadas con un anticuerpo secundario anti IgG de conejo

conjugado con oro 10 nm (BioCell International), diluido 1:100 en PBS durante 45 min.



a T? ambiente. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron tres veces con PBS
durante 10 min cada una y otras tres veces con HO miliQ durante 5 min. Para los
controles se omitio la incubacion con anticuerpo primario. Las rejillas fueron
contrastadas con una solucion de acetato de uranilo al 5% durante 20 min

Las muestras fueron observadas en un microscopio electronico de transmision JEM

1011 (JEOL).

Reactivos
(a) Solucion de bloqueo: BSA 5 %en PBS
(b) Solucion de PBS: NaCl 81.82 g/, KC12.013 g/l, Na2HPOs 14.20 g/l y KH2POx4 2.45 g/1. Ajustar el pH a 7.4



RESULTADOS






4.1. Obtencion de un numero significativo de secuencias de profilinas a
partir de polen maduro de Olea europaea de una amplia muestra del
germoplasma de Olea europaea, asi como de otras especies vegetales con
relevancia alergogénica.

A partir de cDNAs obtenidos de RNA total de polen de cada una de las distintas
variedades de Olea europaea, asi como de polen de Betula pendula, Corylus avellana,
Phleum pratense y Zea mays, se amplificaron secuencias de profilinas, tal y como se
describe en la pagina 40 del capitulo de material y métodos. Se observa que en todas
las variedades de Olea europaea, aparece una sola banda, con un tamafio de 405 pb
aproximadamente (Fig. 10A). En las restantes especies, se observa también una sola
banda en la amplificacion, de tamano ligeramente inferior a la descrita para Olea
europaea (Fig. 10C).

De igual modo, fueron analizadas secuencias de profilinas amplificadas a partir de
ADN gendmico. En todos los casos se obtuvo una banda de un tamafio
aproximadamente 405 pb (Fig. 10B).

Estas bandas fueron escindidas, y los productos de PCR fueron clonados en el vector
pGEMT-easy (Promega) para su secuenciacion.

Se secuenciaron entre 1 y 5 clones de profilina de polen maduro de la especie Olea
europaea (alérgeno Ole e 2) de cada una de las 24 variedades objeto de estudio en esta
tesis doctoral. De la misma forma, se obtuvieron 5 clones de profilina de polen maduro
de la especie Betula pendula (alérgeno Bet v 2) (abedul), de los cuales s6lo una secuencia
(DQ650633) fue remitida a la base de datos, dado que las cinco secuencias obtenidas
fueron idénticas. Igualmente se obtuvieron 10 clones de profilinas de Corylus avellana
(alérgeno Cor a 2) (avellano), 8 clones de Phleum pratense (alérgeno Phl p 12) (hierba

Timotea) y 7 clones de Zea mays (alérgeno Zea m 12) (maiz).



Por ultimo, se llevd a cabo un examen exhaustivo de todas las secuencias obtenidas
(Tabla 7), ademds de los distintos clones ya existentes en la base de datos

GenBank™/EMBL, http://www.ncbi.nlm.nih.gov, obtenidos en trabajos previos
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Figura 10. Analisis de la amplificacién mediante RT-PCR de Ole e 2 en 24 variedades de
olivo (A) o ADN genémico (B), asi como en Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense y

Zea mays (C).

realizados en las especies que se enumeran a continuacion:

1.

Olea europaea: tres secuencias con numeros de acceso a la base de datos
GenBank™/EMBL Y12425, Y12429 y Y12430 (Asturias et al. 1997).
Betula pendula: una secuencia con numero de acceso a GenBank™/EMBL M65179

(Valenta et al. 1991).



3. Phleum pratense: cuatro secuencias con numeros de acceso a GenBank™/EMBL
Y09456, Y09457, Y09458 (Asturias et al. 1997) y X77583 (Valenta et al. 1994).

4. Zea mays: tres secuencias con numeros de acceso a GenBank™/EMBL X73279,
X73280 y X73281 (Staiger et al. 1993).

5. Corylus avellana: hasta la fecha, las primeras secuencias de profilinas
reproductivas (polen) en avellano corresponden a las obtenidas en la presente tesis
doctoral.

Cada una de las secuencias obtenidas fue analizada individualmente mediante el

programa BLASTn (The Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990). La

Tabla 6 muestra un ejemplo de los resultados obtenidos tras una busqueda BLASTn a

partir de una de las secuencias de Ole e 2 obtenidas.

Tabla 6. Ejemplo de resultados obtenidos tras una btsqueda BLASTn en la base de datos
mundial GenBank™/EMBL, analizado a partir de la secuencia nimero 12 de Ole e 2 de Olea
europaea segun el programa BLASTn 2.1.1
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Una vez confirmado que cada una de las secuencias pertenecia a la familia de las
profilinas, debido a su identidad con profilinas de otras especies previamente
caracterizadas, se depositaron en la base de datos GenBank™/EMBL para su libre
acceso, como se resume en la Tabla 7. Las secuencias obtenidas a partir de ADN

gendmico se encuentran actualmente en proceso de registro en GenBank™/EMBL.

Tabla 7. Secuencias de profilinas depositadas en al base de datos GenBank™/EMBL. Las
secuencias pertenecen a las especies Olea europaea, Betula pendula, Corylus avellana, Phleum
pratense y Zea mays. “Specimen-Voucher” indica el cédigo de localizacién del arbol de donde
se recogio el polen utilizado para obtener las secuencias
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4.2. Caracterizacion estructural de las secuencias obtenidas mediante su

analisis, determinando la extension del polimorfismo.

4.2.1 Analisis de la estructura primaria

El primer paso de este andlisis consistié en la realizacion de alineamientos con las
secuencias nucleotidicas obtenidas para cada uno de los taxones estudiados y con las
secuencias aminoacidicas resultantes de la traduccion de éstas (Figs. 11 y 12). Ademas
de los clones obtenidos en el presente estudio fueron introducidos como referencia las
secuencias de profilinas descritas en el objetivo 1 y que habian sido obtenidas
previamente por otros autores, y las secuencias genomicas.

Debido al gran tamano de la figura generada con la informacion de los alineamientos
nucleotidicos de las secuencias de Olea europaea, ésta solo se ha incluido en el formato
electrénico de la presente memoria (Fig. 11).

En las figuras 12 y 13 se muestran los alineamientos correspondientes a las secuencias
aminoacidicas obtenidas a partir de ADNc y de ADN genémico de algunas variedades
respectivamente, correspondientes a la especie Olea europaea.

En primer lugar, el alineamiento de las secuencias de profilina de olivo mostrd que
existe un unico marco de lectura abierto (ORF) en todas las secuencias analizadas. En
todos los casos se observo un elevado grado de polimorfismo en la secuencia
nucleotidica, de forma que las secuencias aminoacidicas lo muestran también. Se han
detectado igualmente deleciones en varias secuencias: 9 y 3 nucledtidos en el clon
numero 69 (variedad Picual), con una longitud de 130 aminoacidos (aa) en la
estructura primaria de la proteina, y donde uno de los aminodcidos delecionados se
encuentra en al ultima posiciéon del extremo C-terminal; y 9 nucledtidos en las
secuencias 10, 11, 38, 51, 60, 64-68, 80, 94-96 y 101, con una longitud de 131 aa. Las
demas secuencias no poseen deleciones y conservan una longitud de 134 aa en su

secuencia aminoacidica.
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Figura 12. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de profilinas amplificadas
de ARNm de polen de olivo (Olea europaea) y un resumen de los residuos y motivos mas
relevantes. La tabla incluye 94 secuencias de 24 variedades de olivo, ademas de las
secuencias Y12425, Y12429 y Y12430 ya existentes en la base de datos GenBank™/EMBL.

En la parte superior de la tabla se muestran con flechas verdes los residuos aminoacidicos
claves para la estructura 3D y el plegamiento de la molécula (Fedorov et al. 1997; Thorn et al.
1997). Entre ellos se sefnalan las cisteinas presentes en la secuencia.

En la parte inferior de la tabla se sefialan aquellas areas determinadas experimentalmente,
correspondientes a los motivos de Ole e 2 que representan regiones de reconocimiento por
IgG e IgE (10A4, 5F2, 9A7, 9G4 y 3H8) (Asturias et al. 2002). Con lineas horizontales negras y
grises se marcan los motivos de 9 aminoacidos reconocidos por receptores de células T



(Burastero et al. 2004). Las de color negro son aquellas comunes al menos al 50 % de las
secuencias. En gris se marcan aquellas presentes en menos del 50% de las secuencias.

Las cajas anaranjadas engloban los residuos implicados en la interaccién con moléculas de
actina, mientras que los residuos implicados en la interaccién con PLP y con PIP se engloban
en cajas de color azul y violeta respectivamente. Las deleciones encontradas en las
secuencias se destacan con una caja en rojo.
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» Simbologia del alineamiento: “.”mismo aminoacido en el alineamiento multiple; “-“delecion.
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» Simbologia del consenso de las secuencias: mismo nucledtido o aminoacido; “:“cambio

u

conservativo; “.”cambio semiconservativo; “espacio en blanco” cambio no conservativo.

Existe una gran variabilidad en la secuencia, tanto nucleotidica (figura 11 versiéon
electronica) como aminoacidica (Fig. 12), particularmente en los 35 primeros
aminodcidos del extremo 5 y en los ultimos 25 aminodcidos del extremo 3'.
Concretamente se detectaron 33 posiciones con cambios no conservativos entre
aminoacidos.

Dentro de su secuencia primaria, las profilinas de olivo pueden tener 1 cisteina en la
posiciéon 118 (secuencia 15); dos cisteinas en, en las posiciones 18 y 118 (70 de las 94
secuencias analizadas); o tres cisteinas en las posiciones 18, 106 y 118 (27 secuencias de
las 94 analizadas). Dicha caracteristica puede tener gran importancia a la hora del
plegamiento de la proteina y establecimiento de la estructura 3D o las uniones con

otras proteinas o ligandos.
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Figura 13. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de profilinas amplificadas
de ADN genoémico de polen de olivo (Olea europaea) y un resumen de los residuos y motivos
mas relevantes. La tabla incluye 7 secuencias de 4 variedades de olivo, ademas de las
secuencias Y12425, Y12429 y Y12430 ya existentes en la base de datos GenBank™/EMBL.

En la parte superior de la tabla se muestran con flechas verdes los residuos aminoacidicos
claves para la estructura 3D y el plegamiento de la molécula (Fedorov et al. 1997; Thorn et al.
1997). Entre ellos se sefalan las cisteinas presentes en la secuencia.

En la parte inferior de la tabla se sefialan aquellas areas determinadas experimentalmente,
correspondientes a los motivos de Ole e 2 que representan regiones de reconocimiento por
IgG e IgE (10A4, 5F2, 9A7, 9G4 y 3H8) (Asturias et al. 2002). Con lineas horizontales negras y



grises se marcan los motivos de 9 aminodcidos reconocidos por receptores de células T
(Burastero ef al. 2004). Las de color negro son aquellas comunes al menos al 50 % de las
secuencias. En gris se marcan aquellas presentes en menos del 50% de las secuencias.

Las cajas anaranjadas engloban los residuos implicados en la interaccién con moléculas de
actina, mientras que los residuos implicados en la interaccién con PLP y con PIP se engloban
en cajas de color azul y violeta respectivamente. Las deleciones encontradas en las
secuencias se destacan con una caja en rojo.
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> Simbologia del alineamiento: “.” mismo aminodcido en el alineamiento multiple; “-“delecion.
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» Simbologia del consenso de las secuencias: mismo nucledétido o aminodacido; “:“cambio

“ o

conservativo; “.”cambio semiconservativo; “espacio en blanco” cambio no conservativo.

Los alineamientos nucleotidicos y de las secuencias aminoacidicas tedricas
correspondientes a profilinas de Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense y Zea
mays se muestran respectivamente en las figuras 14, 15, 16 y 17. En dichos
alineamientos han sido incluida como referencia las secuencias de estas especies
presentes en la base de datos GenBank™/EMBL.

El alineamiento multiple de secuencias de profilinas reproductivas en los dos
miembros de la familia Betulaceae (Betula pendula y Corylus avellana), mostrd un tnico
ORF al igual que en el caso del olivo.

En el caso de Betula pendula, se ha detectado la delecién de un nucleétido en cada una
de las secuencias, aunque en distintas posiciones. Dicha delecidon no afecta al tamafo
de la proteina, pero si produce el cambio de una secuencia respecto a la otra en cinco
aminoacidos (desde el aminoacido 19 al 23). Este cambio es el tinico detectado en dicha
especie. La variabilidad de las secuencias en esta especie es muy baja, ya que se han
encontrado solamente dos posiciones no conservadas.

En el caso del polen de Corylus avellana, se ha encontrado una mayor variabilidad de
secuencia (7 posiciones no conservadas) en comparacion con Betula pendula. La mayor
parte de los cambios en los aminodcidos se encuentran en los extremos 5" y 3’. En todas
las secuencias analizadas en Betula pendula y Corylus avellana, se han encontrado dos
cisteinas distales en las posiciones 13 y 117.

El alineamiento multiple de secuencias de profilinas de polen en los dos especie de la

familia Poaceae mostrd la existencia de un tnico ORF en Phleum pratense y de dos ORFs



en Zea mays. Estos dos ORFs difieren en 18 nucleétidos de longitud. Concretamente, la
secuencia X73280 posee 137 aa, mientras que las restantes secuencias tienen 131 aa.

En el caso de Phleum pratense, no se ha detectado delecién alguna en su secuencia
nucleotidica. Su variabilidad de secuencia es muy baja, ya que se han encontrado
sOlamente tres posiciones no conservadas en su secuencia aminoacidica.

Por el contrario, en Zea mays si se ha observado la delecion de tres nucledtidos en una
de las secuencias obtenidas (120), la cual afect a la pérdida del aminoacido final del
extremo C-terminal. La variabilidad en maiz es bastante similar a la encontrada en
Phleum pratense, ya que existen cuatro posiciones no conservadas dentro de la
estructura primaria de su proteina.

Ambas especies de Poaceae, al igual que las 2 analizadas de Betulaceae, poseen dos

cisteinas en todas las secuencias analizadas, en las posiciones 13 y 117.

Secuencias nucleotidicas de Betla pendula
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Figura 14. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B) de
profilinas amplificadas de polen de Betula pendula y un resumen de los residuos y motivos
mas relevantes. La tabla incluye una secuencia (DQ650633) ademas de la secuencia M65179
ya existentes en la base de datos GenBank™/EMBL.

La anotacién de la figura es idéntica a la utilizada en la figura 12 en referencia al olivo.
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Figura 15. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B) de
profilinas amplificadas de polen de Corylus avellana y un resumen de los residuos y motivos
mas relevantes. La tabla incluye 10 secuencias depositadas en la base de datos

GenBank™/EMBL.

La anotaciéon de la figura es idéntica a la utilizada en la figura 12 en referencia al olivo.



Secuencias nucleotidicas de Mifeinn pratense
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Figura 16. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B) de
profilinas amplificadas de polen de Phleum pratense y un resumen de los residuos y motivos
mas relevantes. La tabla incluye 8 secuencias ademas de las secuencias X77583, Y09456,
Y09457 y Y09458 ya existentes en la base de datos GenBank™/EMBL.

La anotacion de la figura es idéntica a la utilizada en la figura 12 en referencia al olivo.



Secuencias nuclestidicas de fea aays
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Figura 17. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B) de
profilinas amplificadas de polen de Zea mays y un resumen de los residuos y motivos mas
relevantes. La tabla incluye 7 secuencias ademas de las secuencias X73279, X73280, X73281
ya existentes en la base de datos GenBank™/EMBL.

La anotacién de la figura es idéntica a la utilizada en la figura 12 en referencia al olivo.

4.2.2. Analisis de la conservacion nucleotidica y aminoacidica de las secuencias

obtenidas

A) Determinacion de porcentajes de identidad y nimero de sustituciones
Sobre la base de los alineamientos anteriormente realizados se han construido matrices

de identidad con el programa Bioedit v7.0.5.3 (Hall 1999). Dichas matrices no se



muestran en esta memoria dado su gran tamafno. Como muestra representativa de
dichas matrices se ha elaborado una tabla que refleje los intervalos que representan los
valores maximos y minimos de identidad entre secuencias a nivel taxondmico (Tabla
8).

En cuanto a las secuencias nucleotidicas:

A nivel de especie, la variabilidad mas alta entre las secuencias de profilinas se ha

observado en Olea europaea (100-71.8% identidad; variabilidad 28.2%), mientras que la
variabilidad menor se distingue en Phleum pratense (100-94.9% identidad; variabilidad
5.1%). Las especies mas alejadas entre si en cuanto a conservacion de las secuencias
son Phleum pratense y Betula pendula (76.1-74.8% identidad; variabilidad 1.3%),
mientras que las especies mas cercanas entre si son Olea europaea y Corylus avellana
(98.2-72.3% identidad; variabilidad 25.9%).

A nivel de familia, la mayor variabilidad aparece de nuevo en Oleaceae (100-71.8%

identidad; variabilidad 28.2%), seguido de Betulaceae (100-74.3% identidad;
variabilidad 27.7%) y Poaceae (100-82.3% identidad; variabilidad 17.7%). Las familias
mas cercanas entre si son Oleaceae y Poaceae (100-72.3% identidad; variabilidad 27.7%),
mientras que las mas alejadas entre si son Betulaceae y Poaceae (97.9-73.8% identidad;
variabilidad 24.1%).

En cuanto a las secuencias aminoacidicas:

A nivel de especie, la variabilidad mds alta entre las secuencias de profilinas se ha

observado en Olea europaea (100-75.4% identidad; variabilidad 24.6%), mientras que la
variabilidad menor se distingue en Betula pendula (100-96.2% identidad, variabilidad
3.8%). Las especies mas alejadas entre si en cuanto a conservacion de las secuencias
son Olea europaea 'y Zea mays (92.9-70.4% identidad; variabilidad 22.5%), mientras que
las especies mas cercanas entre si son Corylus avellana y Phleum pratense (98.4-71.9%
identidad; variabilidad 26.5%), asi como Olea europaea 'y Zea mays (100-74.2% identidad;
variabilidad 25.8%).



A nivel de familia, la mayor variabilidad aparece de nuevo en Betulaceae (100-75.1%
identidad; variabilidad 24.9%), seguido de Oleaceae (100-75.4% identidad; variabilidad
24.6%) y Poaceae (100-79.3% identidad; variabilidad 20.7%). Las familias mas alejadas
entre si son Oleaceae y Betulaceae (90.0-74.4% identidad; variabilidad 15.6%), mientras
que las mas cercanas entre si son Oleaceae y Poaceae (100-76.6% identidad; variabilidad

23.4%).

Tabla 8. Numero de sustituciones y porcentajes de identidad entre los nucleotidicos y
aminoacidicos analizados en funcién de un origen taxonémico. Los datos se ofrecen en
forma de intervalos que representan el valor minimo y maximo de identidad.

Betulaceae
(Coriiss Poaceae
Oleaceae ;ly (Phleum
Especies (Ol Coryles Betula aoectana Ehleum Zea mays pratense
p 4 avellana pendula + pratense Y
europaea) +
Betula
Zea mays)
pendula)
405-291 100.0-71.8 |398-293 98.2-72.3| 332-298  81.9-73.6 |378-203 98.2-72.3396-301 97.7-74.4 | 376-285  92.9-70.4 134-97 100.0-72.3
Oleaceae
(Olea 134-101 100.0-75.4 (129-102 95.4-76.3 116-100  86.5-74.4 |120-100 90.0-74.4 134-102 100-76.1| 134-99  100-74.2 | 134-103 100-76.6
europaea) | o 202 | 28 209 | 26 194 | 28 2089 | 27 201 | 30 24 | 31 2313
402-304 100-75.7 384-299 95.5-74.3 402-298 100.0-74.3| 317-302 78.8-75.0 | 346293  86.1-72.8 | 131-101 98.4-75.6
Corylus 133-103 100-77.4| 129-100  96.9-75.1 |133-100 100.0-75.1 131-95.6 98.4-71.9 113-100  84.7-74.8 129-103 96.9-77.4
avellana
23 173 | 23 173 | 23 173 | 23 173 | 29 218 | 28 21.1
‘402-400 100-99.5 |402-298 100.0-74.3|306-301 76.1-74.8 | 303-289  75.3-71.9 | 101-98 75.6-73.8
B
etula 133-128  100-96.2 133-100 100.0-75.1 106-102 79.6-76.6 | 104-96  78.1-7L9 | 106-99  79.6-74.4
pendula
1 0.8 23 173 | 18 135 | 25 188 28 21.1
Betulaceae
(Corylus 402-299 100-74.3|396-298 98.4-74.1  115-98 86.1-73.4 | 130-98 97.9-73.8
avellana
. 133100 100751 129102 96.9-76.6 113100 ga7.751 129-99 969744
Betula 23 173 | 2 165 | 29 21.8 28 211
pendula)
1 y _ 818 402-331 100.0-82.3
- 396-376 100-94.9 340-324  858-818
EUM | 131124 100-94.6 113-103  86.2-78.8 | 133-109 100.0-816
pratense
N nuclestidos % identidad | | . - 6 4.6 25 187 25 19.1
idénticos bl Secuencias nucleotidicas | |
396-316  100-79.9 | 402-331 100.0-79.3
N° de cambios % identidad
absolutos Zeamays 131111 100846 131104 100801
Secuencias aminoacidicas 16 122 25 191
Tn:s‘:::;‘:ll’v‘:: % identidad e P—
402-331 100.0-82.3
(Phleun =~ —
pratense 131-104 100.0-79.3
+
25 19.1
Zea mays)




B) Analisis de diagramas de entropia y variabilidad

Se ha llevado a cabo un andlisis de los diagramas de entropia, que representan la

variabilidad de cada posiciéon de las secuencias nucleotidicas, calculados mediante el

programa Bioedit v7.0.5.3 (Hall 1999) para cada especie. Del mismo modo, se han
analizado los indice de variabilidad de cada posicién aminoacidica en cada una de las

secuencias obtenidas para cada una de las especies estudiadas (Radauer et al. 2006)

(Fig. 18).

En general, si comparamos ambos diagramas (secuencias nucleotidicas y

aminoacidicas) dentro de la misma especie, la variabilidad de las secuencias

nucleotidicas es mayor que la de aminoacidicas. También podemos observar que existe
una buena correspondencia entre la distribucion del polimorfismo entre ambos tipos
de secuencias.

v" En las secuencias nucleotidicas de Olea europaea, el nivel maximo de entropia es del
0.99, existiendo 74 posiciones que superan el valor de 0.25, umbral que hemos
considerado de forma arbitraria como el limite inferior para que una posicién
nucleotidica sea definida como variable (Fig. 18A).

v' Betula pendula solo 2 posiciones de la secuencia poseen un nivel de entropia > 0.25
con un maximo de 0.69 (Fig. 18B).

v' Corylus avellana tiene 143 posiciones que superan el valor de 0.25, con un nivel
maximo de 1.055 de entropia (Fig. 18C).

v" El nivel de entropia en Phleum pratense llega a un maximo de 0.72 y posee 27
posiciones que superan el valor de 0.25 de entropia (Fig. 18D).

v" Finalmente en Zea mays el nivel maximo de entropia es de 1.5, siendo 86 posiciones

las que superan el valor de 0.25 de entropia (Fig. 18E).

Respecto a la variabilidad de las secuencias aminoacidicas, el nimero de posiciones
que se consideran variables (aquellas que superan el umbral del 3% de variabilidad)

(Radauer et al. 2006), son las siguientes:



v En el caso de Olea europaea existen 38 posiciones (28.4% de la secuencia), con un
nivel de variabilidad de entre el 3 y 5.71% (Fig. 18A").

v' 2. Betula pendula posee 5 posiciones (3.76% de la secuencia), con un nivel de
variabilidad superior al 3%, alcanzando un maximo del 4% (Fig. 18B").

v' En Corylus avellana existen 8 posiciones (6.02% de la secuencia) con un nivel de
variabilidad que supera el 3%, siendo el maximo del 10% (Fig. 18C").

v' Phleum pratense posee 3 posiciones (2.3% de la secuencia) con un nivel de
variabilidad que supera el 3%, siendo el maximo del 7.14% (Fig. 18D").

V' Zea mays posee 4 posiciones variables (3.05% de la secuencia), con un nivel maximo
de variabilidad del 5% (Fig. 18E").

El nivel de polimorfismo de las secuencias se puede ver mas detalladamente en la
Tabla 9.

De mayor a menor conservacion de la secuencia aminoacidica (mayor nimero de
posiciones conservadas) podemos enumerar las especies con Betula pendula > Phleum

pratense > Zea mays > Corylus avellana > Olea europaea.

Tabla 9. Listado de los residuos aminoacidicos variables y su nivel de variabilidad en las
secuencias de profilinas de las diferentes especies.

Posicion ‘ 4 ‘ 5 ‘17 18 19 | 20 ‘ 21 ‘ 22 ‘23 24 25|29 32 34 ‘35 40 ‘ 41 ‘ 48 | 50 | 51 | 52
Olea europaea | 3.06|5.47|3.10 4.62 355 |4.16 3.3 |359| | 571 3.38 355 3.3 335 323342 306 3.55 346 32
Betula pendula. | 4.00 | 4.00 4.00 4.00 4.00
Corylus avellana 3.33 375 3,75
Phleum pratense 4.00| | | | | | |

Zea mays 4.29 4.29

Posicién ‘ 53 ’ 54 | 58 ‘ 62 | 70 | 72 ‘ 73 ‘ 79 82 86 | 92 ‘ 97 ’ 104 ’ 105 ‘106’ 110 ’ 113 123 ‘ 130 ‘ 131 ’ 134

Olea europaea 3.06 426 3.5 3.13 323  5.51 3.13| | 3.1 |342|4.26|3.10|3.10 |6.64| 3.60 | 3.46 | 3.06 | 545 | 3.20 | 4.36
Betula pendul,
|Corylus avellana | | | | 3.75 | 3.75 | | | 13.75 10.00| 6.00 |
Phleum pratense 7.14 3.43

Zea mays 4.29 | 5.00
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Figura 18. Analisis de la variabilidad de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de
profilinas de A), A’) Olea europaea, B), B’) Betula pendula, C), C') Corylus avellana, D), D’)

Phleum pratense y E), E') Zea mays. El diagrama de entropia define la variabilidad de las

secuencias nucleotidicas, de forma que a mayor perdida de informacién o mayor nimero de

posiciones diferentes en cada columna del alineamiento, mayor sera la entropia. La medida

de la variabilidad (v) de las secuencias aminoacidicas se ha llevado a cabo de forma que se

consideran residuos conservados aquellos en los que la variabilidad es menor del 3 % (linea

horizontal roja) y los que superen este umbral se consideran variables (Radauer et al. 2006).

El andlisis de la varianza de una via para la determinacion de la existencia de

diferencias estadisticamente significativas entre las especies estudiadas en funcién del



polimorfismo de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, determiné que en ambos
casos existen diferencias significativas entre las cinco especies (secuencias
nucleotidicas: F-ratio=55.36, p<<0.05; secuencias aminoacidicas F-ratio=31.69, p<<0.05).
Para establecer que especies difieren entre si, es necesario realizar pruebas de rango
post hoc (a posteriori) y comparaciones multiples por parejas.

El test de normalidad de Shapiro-Wilk mostré que la distribucion de datos de
variabilidad no siguen una distribucion normal (secuencias nucleotidicas: Shapiro-
Wilk=0.53, p<<0.05; secuencias aminoacidicas Shapiro-Wilk=0.56, p<<0.05), y el test de
Levene, establecio que las varianzas para las cinco especies difieren significativamente
(secuencias nucleotidicas: test de Levene= 229.98, p<<0.05; secuencias aminoacidicas
test de Levene= 46.81, p<<0.05). Las comparaciones multiples de las cinco especies (test
de Games-Howell), determinaron entre que parejas de especies existen o no diferencias

significativas (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis estadistico para la comparacion de los valores de variabilidad de las
secuencias nucleotidicas (parte superior de la tabla) y aminoacidicas (parte inferior de la
tabla) entre las especies analizadas. En la tabla se muestra si existen diferencias
estadisticamente significativas en la comparaciéon de cada dos especies, tanto para los
valores de las secuencias nucleotidicas como aminoacidicas. En todos los casos se selecciond
un nivel de confianza del 95% (p<0.05).

Olea Corylius  Betiwla | Philem

ﬂmﬂﬂfﬂ' III.?E”IIHE i?fﬂl::ﬂfl] Fl’ﬂ'mlf Hm H‘I'-II!'F
Oten No 5i si No

G-H=0.02 G-H=016 G-H=012 G-H=0.03

Flrrapaed P=,71 P=il.0 P=0.0 P=0.39
5i 5i si No

E"‘H"“ G-H=0,83 G-H=014 G-H=011 G-H=001
it P=0.0 P=i).0 P=0.0 P=0.97
5i 5i si 5i

B':}::f‘ﬂ G-H=150 G-H=0.67 G-H=032 G-H=0.13
pen P=0.0 P=0.0 P=0.0 P=.0
e — si 5 No 5i

’ G-H=142 G-H=058 G-H=0.09 G-H=0,09
pristense P=0.0 P=i.0 P=0,92 P={),0

51 MNo 51 Mo
Zeamays  G-H=1.12 G-H=0.28 G-H=03§ G-H=0.30
P=0.0 P=0,42 P=0,01 P={,14



4.2.3. Prediccion y analisis de la estructura 2D de profilinas

Existe una gran similitud en la estructura 2D de las profilinas en las distintas
especies analizadas, asi como entre estas predicciones y los modelos
considerados generales para profilinas que se describen en la introduccién (Fig.
2). En esta figura solo se muestra un unico modelo de estructura 2D por
especie, ya que las modificaciones intraespecificas son minimas tanto en la
posicion de los elementos de la estructura secundaria como en su longitud.
Algunas de las caracteristicas diferenciales de esta estructura aparecen en las
especies Corylus avellana y Phleum pratense, en las que se ha sustituido la ldamina
B S1 por una o-hélice extra si la comparamos con la estructura 2D de Olea
europaea. En Betula pendula y Zea mays, dicha sustitucién es solamente parcial
(Fig. 19).

Respecto a las posiciones de aquellos aminoacidos que son importantes para el
plegamiento de la proteina, hay que decir que se mantienen muy conservados
en las cinco especies analizadas. Solamente han sido detectados algunos
cambios en las posiciones relativas de algunos aminodcidos entre especies. Ello
es debido a la existencia de deleciones en algunas profilinas, por lo que el

numero de aminoacidos no es el mismo.



Estructura secundaria de profilinas de Olea europaea L.
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Estructura secundaria de profilinas de Betula pendula
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Estructura secundaria de profilinas de Phleum pratense
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Estructura secundaria de profilinas de Corylus avellana
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Figura 19. Prediccién de la estructura secundaria de profilinas en diferentes especies: A) Olea
europaea, B) Betula pendula, C) Corylus avellana, D) Phleum pratense y E) Zea mays. Cada
aminodcido que no forma parte de una a-hélice o una lamina P se indica con una X. Se ha
representado en verde, con flechas y el niimero de posicion los aminoacidos que son
importantes para la estructura 3D y plegamiento de las proteinas (Fedorov ef al. 1997; Thorn
et al. 1997). Los cambios mas sustanciales afectan a la lamina B S1 (circulos rojos).



4.2.4. Prediccion y analisis de la estructura 3D de profilinas

Hasta la fecha no se encuentra disponibles en el banco de datos de proteinas PDB
(Protein Data Bank: http://www.pdb.org), modelos generados a partir de las proteinas
cristalizadas de las especies Olea europaea, Corylus avellana, Phleum pratense 6 Zea mays.
Por ello, se ha llevado a cabo una primera aproximacion, obteniendo el modelo
tridimensional proteico que mejor se ajustaba a cada una de las secuencias de
aminoacidos de los clones obtenidos a partir de los modelos de profilinas depositados
previamente por diversos autores en otras especies de plantas (Tabla 7). La
modelizacidon realizada se basa en que secuencia aminoacidica debe poseer una
identidad de al menos un 50% con dichas estructuras presentes en PDB. Todas las
secuencias obtenidas en este trabajo cumplen este requisito (Fig. 20). Los modelos
estructurales de profilinas de plantas empleados correspondieron a Betula pendula (Bet
v 2), modelo PDB 1cqa (resolucién 2.4 A) (Fedorov et al. 1997), y a Hevea brasiliensis
(Hev b 8), modelo PDB 1g5u (cadena A) (3.10 A) (Fedorov et al. 2000), para la mayoria
de las secuencias estudiadas. Por otro lado se encontré una alta identidad con el
modelo de la profilina I de Arabidopsis thaliana (Ara t 8), modelo PDB 3NUL (1.6 A)
(Thorn et al. 1997), en el caso de 19 secuencias (Tabla 11). Posteriormente los tres
modelos fueron analizados mas exhaustivamente utilizando el programa PDB

ProteinWorkshop 1.50 (MBT Java 1.4).
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Los modelos de proteinas a los que mas se asemeja cada una de las secuencias y las
diversas posibilidades de superimposicion de los esqueletos carbonados se muestran
en la Fig. 20 y 21 respectivamente. El andlisis de ambas figuras permite determinar que
existen diferencias notables en la estructura 3D de los modelos analizados en Betula
pendula, Arabidopsis thaliana, y Hevea brasiliensis, a los que mads se aproximan las

secuencias aminoacidicas de las profilinas secuenciadas.

Modelo 3NUL I J [

Hevb 8
maodelo 1G5U modelo 1CQA modelo INUL




Figura 20. Estructura 3D de tres profilinas de plantas tomadas como referencia para
construir los modelos estructurales. Los modelos corresponden a profilinas de las especies
Hevea brasiliensis (Hev b 8), Betula pendula (Bet v 2) y Arabidopsis thaliana (Ara t 8). Las
diferencias entre los tres modelos se remarcan con circulos rojos. Se muestra una ampliacion
del loop caracteristico de profilinas de plantas en los modelos 1G5U y 3NUL (Los datos
cristalograficos de esa region no estan disponibles en el modelo 1CQA). En la parte superior
de la figura se muestra un detalle de este loop, donde los aminoacidos que sufren delecion se
muestran en rojo, y en azul el resto de los aminoacidos que componen el loop.

En primer lugar, la a-hélice H1 es mas larga en Bet v 2, que en los otros dos modelos.
En Hev b 8, desaparecen las ldaminas B S2, S3 y S4, que son sustituidas por un loop.
Ademas, en Hev b 8 existe una pequena o-hélice H3, que no aparece en los otros dos

modelos. Por altimo la lamina f S5 es también mas corta en este modelo.

Ara t & amarillo (INUL) Hew b B: Aaul oscumo (1GSLT) Hew b B Azl oscura { 1050)
Bet v 2: arul turguesa {100A) Bet v 2l turquesa (1C0A) Ara ¢ 8: amarillo (INUL)

Figura 21. Superimposicién sobre la base de los carbonos a, de los tres modelos 3D de
profilinas de plantas tomadas como referencia en la Figura 19. Las desviaciones RMS (Root



Mean Square) calculadas para la superimporsicion entre cada dos modelos son los
siguientes: SNUL-1CQA = 0.794, 3NUL-1G5U = 0.79A y 1G5U-1CQA = 0.87A.
Finalmente, en Ara t 8 y Hev b 8 existe un loop exterior (aminoacidos 17-20) que no
aparece en el modelo Bet v 2 (Fig. 20), ya que su estructura no ha sido caracterizada
completamente (Fedorov et al. 1997). Aunque existen diferencias notables en los
elementos de estructura secundaria dentro de los modelos 3D, como se puede apreciar
en la Fig. 20, no se encuentran cambios notables en la superimposicion del esqueleto
carbonado al comparar los tres modelos: sdlo existe una desviaciéon en el angulo de
torsion de la a-hélice H1 (N-terminal) al comparar el modelo 1CQA de Betula pendula
con los otros dos modelos.
Existe una cierta correlacion entre la asignacion del modelo 3D mas probable a cada
una de las secuencias analizadas, y la presencia de deleciones significativas en éstas.
Dicha delecion en las secuencias que la poseen recae en la parte de la secuencia
correspondiente a un loop externo de la proteina en su estructura 3D.
En las secuencias de Olea europaea se ha observado que todos aquellos clones que
poseen una delecion de los aminoacidos 18-20 poseen mayor homologia con los
modelos 3D de Hevea brasiliensis (1G5U) y Arabidopsis thaliana (3NUL).
Las profilinas de Betula pendula poseen una delecion parcial de 1 aminoacido en la
posicién 18, como ocurre con casi todas las secuencias de Corylus avellana. Las
secuencias 99 y 101 de Corylus avellana que poseen una delecion, en este caso de 3
aminoacidos (posiciones 18-20), presentan homologia estructural con Hevb 8 y Ara t 8
respectivamente. Por el contrario los restantes clones de Corylus avellana poseen mayor
homologia estructural con Bet v 2.
Las especies Phleum pratense y Zea mays poseen deleciones de 3 aminodcidos en las
mismas posiciones (18 a 20). La mayoria de las secuencias de la primera especie estan
representadas por el modelo Ara t 8, mientras que todas las de Zea mays se asemejan al

modelo Hev b 8.
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Hemos detectado un cierto nivel de microheterogeneidad en los tres aminoacidos que
componen parte de dicho loop externo. En Olea europaea el 70% de las secuencias de
profilinas conservan una secuencia 1sHEGz y el 14.5 % la secuencia sHEDz. En esta
ultima, cambia un residuo neutro como es la glicina (G) por otro residuo acido con
carga negativa y radical voluminoso como es el acido aspartico (D). En Betula pendula,
la delecion sélo afecta al aminodacido 18, aunque los dos siguientes también cambian
(19QA2 y 19QG20) con respecto a Olea europaea. En las secuencias que se ajustan al
modelo 3NUL correspondiente a Arabidopsis thaliana la secuencia de estos aminoacidos
es 1s8NHL2 , mientras que las secuencias que se ajustan al modelo 1G5U de Hevea

brasiliensis poseen la secuencia 1sHRLzo.

4.2.5. Analisis teorico de las propiedades fisico-quimicas de las profilinas

Las secuencias nucleotidicas obtenidas en este trabajo han sido utilizadas para realizar
un analisis exhaustivo de las propiedades fisico-quimicas tedricas de las proteinas
previamente deducidas a partir de su traduccion, mediante la codificacion estandar.
Los parametros analizados son el peso molecular tedrico (Pm), punto isoeléctrico
tedrico (pl), coeficiente de extincion molar (C.E.M.), indice de inestabilidad de la
proteina, el indice medio de hidrofobicidad de Grand (GRAVY) e indice alifatico
(Tabla 12).



Tabla 12. Caracteristicas fisico-quimicas tedricas de las secuencias aminoacidicas de
profilinas distintos cultivares de la especie Olea europaea (A) y Corylus avellana, Betula
pendula, Phleum pratense y Zea mays (B). Sombreado en gris se indican el resto de las
secuencias de profilinas previamente registradas en la base de datos GenBank™/EMBL.
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Todas las profilinas tedricas analizadas son proteinas 4cidas, con pl medio es de 5.14 £
0.14, y con valor medio de PM de 14334.44 + 144.01 Da, sin tener en cuenta
modificaciones postraduccionales. El numero de aminodcidos que mas abunda en las
secuencias de profilinas es de 134 en el caso de Olea europaea, 133 en Betula pendula y
Corylus avellana 'y 131 en Phleum pratense y Zea mays.

También se observa que la mayoria de las profilinas son hidrofilicas como muestra el
valor negativo del indice de Grand (GRAVY) (Kyte & Doolittle 1982), que indica el
grado de solubilidad de las proteinas. El valor medio de estos pardmetros es: -0.15 *
0.06. Otro factor que define a una proteina es su estabilidad. Dicha propiedad se puede
cuantificar mediante el indice alifdtico, cuyo valor medio es de 80.03 + 3.62. Este
parametro nos indica el volumen relativo ocupado por residuos alifaticos (A, V, 1y L)
y puede ser considerado como un factor positivo en el incremento de la estabilidad
térmica en proteinas globulares (Kyte & Doolittle 1982). Otra forma de definir la
estabilidad de una proteina, es calculando el indice de estabilidad definido por
Guruprasad et al. (1990). Si el valor es menor de 40, la proteina se considera estable y si
es mayor inestable. En el caso de las profilinas, el valor medio es de 27.95 +2.07, por lo
que se trata de proteinas de gran estabilidad.

Otro parametro que caracteriza a una proteina en funcion de su secuencia
aminoacidica es el coeficiente de extincion molar, cuyo valor nos indica cuanta luz es
absorbida por una proteina a determinada longitud de onda (X). Los aminodcidos que
influyen en dicha absorcién son concretamente la tirosina, triptéfano y cisteina a una A
dada. La cisteina no absorbe apreciablemente a valores mayores de A > 260 nm, aunque
las cisteinas que forman los puentes disulfuro si la absorben. El primer valor de
absorbancia se ha calculado asumiendo que todos los residuos de cisteina de la
proteina estan en forma de reducida (-SH), mientras que el segundo valor que aparece
en la Tabla 12, corresponde a la situacion teorica en la que todas las cisteinas estan en
forma oxidada (-S-S-) (Gill & von Piel 1989). Estos valores tedricos (17085 / 16960 M-!

cm') se mantienen constantes en todas las secuencias analizadas.



Se ha realizado una representacion grafica de dos de los pardmetros mas relevantes
(Pm versus pI). Como muestra la Fig. 23, se puede establecer de forma arbitraria al
menos ocho grupos en la especie Olea europaea, 1 grupo en Betula pendula, 4 grupos en
Corylus avellana, tres grupos en Phleum pratense y 3 grupos en Zea mays. De todos ellos,
y dentro de cada especie, al menos se pueden destacar dos grupos principales de
secuencias de profilinas en base a su frecuencia relativa, con la excepcion de Betula

pendula, en la que las secuencias obtenidas poseen una alta identidad (Tabla 13).
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Figura 23. Representacién grafica de los parametros tedricos PM /pl en las profilinas de las
cinco especies estudiadas. Los puntos de la grafica representan cada una de la profilinas
obtenidas en este trabajo. Cada grupo en los que se ha dividido los grupos de profilinas se
destaca con circulos del mismo color que los puntos correspondientes a las profilinas de
cada especie. De color azul oscuro las profilinas correspondientes a Olea europaea; de color
azul turquesa las profilinas de Betula pendula; de color violeta las correspondientes a Corylus
avellana; las verdes a Phleum pratense y las anaranjadas corresponden a Zea mays. Los circulos
negros destacan cada uno de los grupos de profilinas en funcién de sus propiedades



Tabla 13. Establecimiento de grupos de profilinas en funcién de los parametros teéricos PM
(Da) y pl. La frecuencia relativa se ha calculado para cada especie individualmente.

Especie pl Pm (Da) Frecuencia (%)
14010.4840.73 2.06
489003 1 ioeaesanes | 206 s il
140MB.17+31.66 | 412
5054001 | 14261.70+17.71 2.06 - Grupall
Eted w1 | 144567425287 | 2165 |
14175.31£24.51 £.20
- - - Grupa 111
HEL001 1 ga14.12:28.49 53,60 IEY
5394002 | 1440239413610 §.25 - Grupa IV
T
Betula pendula = 5.0240 14265.74+17.71 100.00 - Grupa II
.- ___________________-____________________]
| M0E7.0:0 | 10,00
Corvius melian. 19020 | 14175.1019,83 20,00 Grupo
i | 421382:826 | 6000 |
54110 141911440 10,00 L Crupo IV
P o et o e 7 - o S
49210 | 1415491810 | 25,00 - Grupal
Phleurn pratense S04 14235 3440 B33 - Grupa 1
52240 | 14141.66:2948 66.67 ~ Grupa Nl
e ———————————————
4924001 | 14221.99+4452 |  60.00 Grupal
Zeamays | 50920 | MBI0OSTH0 10000 - Grupa Il

22340001 | 141829724682 20000 ~ Grupa Il




4.2.6. Analisis filogenético de las secuencias

Los alineamientos de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas realizadas mediante
el programa ClustalW, fueron utilizados para la generacion de arboles filogenéticos.
Con objeto de facilitar el establecimiento de posibles correlaciones, los analisis
filogenéticos fueron realizados segin diversos criterios que incluyeron: a) analisis
global (todas las secuencias con excepcion de las gendmicas), b) por especie y c) seguin
criterios fisico-quimicos y estructurales.

Los arboles filogenéticos se constituyeron siguiendo el método NJ (Neighbour Joining)
de Saitou y Nei (1986), basados en matrices tipo BLOSUM (BLOck SUbstitution
Matrix), desarrolladas por Henikoff & Henikoff (1992).

En el caso de las secuencias nucleotidicas, los archivos NJ se generaron y visualizaron
con la aplicacion NCBI BLAST (Altschul et al. 1990). Los arboles filogenéticos fueron
generados en un formato “de fuerzas”, siendo de 0.75 la distancia entre cada par de
puntos consecutivos, permitiéndonos calcular la distancia entre cada dos secuencias
cualquiera en el arbol.

En el caso de las secuencias aminoacidicas, los archivos NJ se generaron tras
alineamiento multiple con el programa Clustal X v1.81 (Thompson et al. 1997).
Posteriormente, los archivos NJ se visualizaron en el programa TreeView version 0.5.0
(Roderic D.M,, University of Glasgow, UK;
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html). En este caso, se generaron
cladogramas “inclinados”.

El analisis global de todas las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se muestran
respectivamente en las Figs. 24A y B. En ambas figuras se puede apreciar una clara
diferenciacion taxondmica, de forman que con limitadas excepciones, las secuencias de

cada especie aparecen en clusters bien diferenciados.
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Figura 24. Anadlisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de las cinco
especies analizadas. A) Secuencias nucleotidicas, B) secuencias aminoacidicas. Junto al
nombre de la especie, aparece el numero de clon y el nimero de acceso a GenBank™/EMBL.



Cuando se analizaron las relaciones filogenéticos dentro de cada especie, no se
observaron relaciones filogenéticas claras, por ejemplo en relacion al origen varietal en

el caso de Olea europaea (Figs. 25A y B).
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Figura 25. Analisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de Olea europaea
A) Secuencia nucleotidicas, B) secuencias aminoacidicas. Junto al nombre del cultivar,
aparece el numero de clon y el nimero de acceso, asi como de color rojo, aquellos clones
previamente depositados en la base de datos GenBank™/EMBL.



No se realiz6 andlisis de clusters en el caso de Betula pendula, al existir inicamente dos
secuencias.

Las figuras 26, 27 y 28 muestran el analisis cladistico realizado individualmente con las
secuencias de Corylus avellana, Phleum pratense y Zea mays, respectivamente. En los tres
casos se incluyé ademas la informacién correspondiente al grupo descriptivo de su
propiedades fisico-quimicas de Peso molecular versus Punto isoeléctrico (ver Fig. 23 y
Tabla 13) y el modelo 3-D al que mejor se ajusta cada una de las secuencias (ver Tabla
11).

En las tres especies es posible identificar claramente que las relaciones filogenéticas
detectadas estan estrechamente relacionadas con dichos parametros fisico-quimicos y

estructurales.
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Figura 26. Analisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de Corylus
avellana. A) Secuencias nucleotidicas, B) secuencias aminoacidicas. Junto al nombre de la
especie, aparece el nimero de clon y el nimero de acceso, asi como de color rojo, aquellos
clones previamente depositados en la base de datos GenBank™/EMBL. En amarillo se
destacan aquellos clones cuya estructura 3D se asemeja al modelo 1CQA, en azul para el

modelo 1G5U y de color anaranjado los del modelo 3NUL. Los numeros I-IV ind
grupo asignado segtin sus propiedades fisico-quimicas

ican el
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Figura 27. Andlisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de Phleum
pratense. A) Secuencias nucleotidicas, B) secuencias aminoacidicas. Junto al nombre de la
especie, aparece el nimero de clon y el niimero de acceso, asi como de color rojo aquellos
clones previamente depositados en la base de datos Bank™/EMBL. En amarillo se destacan
aquellos clones cuya estructura 3D se asemeja al modelo 1CQA, en azul para el modelo



1G5U y de color anaranjado los del modelo 3NUL. Los nuimeros I-III indican el grupo
asignado seguin sus propiedades fisico-quimicas
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Figura 28. Analisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de Zea mays. A)
Secuencias nucleotidicas, B) secuencias aminoacidicas. Junto al nombre de la especie,
aparece el numero de clon y el nimero de acceso, asi como de color rojo aquellos clones

previamente depositados en la base de datos GenBank™/EMBL. En amarillo se destacan
aquellos clones cuya estructura 3D se asemeja al modelo 1CQA, en azul para el modelo



1G5U y de color anaranjado los del modelo 3NUL. Los numeros I-III indican el grupo
asignado seguin sus propiedades fisico-quimicas

En el caso del olivo, y con objeto de establecer algtin tipo de correlacién adicional, se
ensayd un analisis filogenético segun criterios fisico-quimicos y estructurales como
cardcter primario de clasificacion de las secuencias. En este caso se realizé un andlisis
de clusters para el conjunto de secuencias que poseian unas caracteristicas similares de
punto isoeléctrico, peso molecular y modelo de estructura 3D mas probable. De esta
forma se establecieron 3 agrupaciones de secuencias (dos mayoritarias y una con un
limitado numero de secuencias), donde las propiedades fisico-quimicas (PM y pI)
(Tabla 14) se solapan entre agrupaciones, ya que el grupo II de PM y pl es el

mayoritario entre profilinas.

Tabla 14. Grupos de secuencias establecidos para un posterior andlisis de clusters segin
criterios fisico-quimicos y estructurales.

Caracteristicas Agrupacion 1 Agrupacion2  Agrupacion 3
Grupo I-IV Grupo I-IV
ply PM Mayoritariamente II Mayoritariamente II y III SRyl
Modelo 3D 1G5U 1CQA 3NUL

El andlisis cladistico de las agrupaciones 1, 2 y 3 se representa respectivamente en las
tiguras 29, 30 y 31. Tras este tipo de representacion si se pueden establecer algunas
correlaciones entre el origen varietal y la proximidad filogenética, como se muestra en

diversos ejemplos a lo largo de dichas figuras.
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Figura 29. Analisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de olivo
agrupadas segtn el criterio primario de sus caracteristicas fisico-quimicas y estructurales. En
este caso se representa la agrupaciéon 1 (ver Tabla 14). A) Secuencias nucleotidicas, B)
secuencias aminoacidicas. Con excepciéon de las secuencias sombreadas, las demas
pertenecen al grupo II de propiedades fisico-quimicas. Se sefialan algunos ejemplos de
secuencias de la misma variedad que se encuentran relativamente cercanas en el arbol
filogenético ( ° .
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Figura 30. Andlisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de olivo
agrupadas segun el criterio primario de sus caracteristicas fisico-quimicas y estructurales. En
este caso se representa la agrupacion 2 (ver Tabla 14). A) Secuencias nucleotidicas, B)
secuencias aminoacidicas. Con excepciéon de las secuencias sombreadas, las demas
pertenecen al grupo II de propiedades fisico-quimicas. Se sefialan algunos ejemplos de
secuencias de la misma variedad que se encuentran relativamente cercanas en el arbol
filogenético ( ® ).
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Figura 31. Andlisis filogenético o clustering de las secuencias de profilinas de olivo
agrupadas segun el criterio primario de sus caracteristicas fisico-quimicas y estructurales. En
este caso se representa la agrupaciéon 3 (ver Tabla 14). A) Secuencias nucleotidicas, B)
secuencias aminoacidicas. Con excepcidon de las secuencias sombreadas, las demas
pertenecen al grupo II de propiedades fisico-quimicas. Se sefialan algunos ejemplos de
secuencias de la misma variedad que se encuentran relativamente cercanas en el arbol
filogenético  ( ° .



4.3. Prediccion de la influencia del polimorfismo sobre la estructura, la
funcion bioldgica y la interaccion con diversos ligandos

Se ha llevado a cabo un analisis de la variabilidad de los aminodcidos definidos como
claves para el mantenimiento de la estructura 3D de las profilinas, y por tanto
responsables del mantenimiento de la funcionalidad de la proteina. Del mismo modo
se ha analizado el polimorfismo de los residuos a través de los cuales tiene lugar la
interaccion y reconocimiento de las profilinas y sus distintos ligandos naturales. Dicho
analisis tiene como base un trabajo (Thorn et al. 1997) en el que se analiza un
alineamiento de las secuencias de diversas profilinas representantes de diferentes
residuos. En dicho trabajo se define como residuo conservado aquel que esta presente
en al menos el 80% de las secuencias analizadas de los distintos reinos. Bajo este

concepto, hemos analizado los siguientes tipos de residuos relevantes.

4.3.1. Residuos implicados en el mantenimiento de la estructura 3D

A pesar del amplio polimorfismo detectado a lo largo de todas las secuencias
aminoacidicas de las profilinas de las diferentes especies, existe una variabilidad muy
baja en las posiciones aminoacidicas que han sido definidas como relevantes para el
mantenimiento de la estructura 3D de profilinas (Fedorov et al. 1997; Thorn et al. 1997).
El porcentaje de conservacion en los aminodcidos representados en la tabla es muy
elevado (entre 99 y 100%). Sin embargo, Algunas de estas posiciones muestran un
grado relativamente bajo de conservacion en alguna de las especies. En concreto, el
residuo A25 en Corylus avellana solo esta conservado en un 20% de las secuencias. En
las especies de la familia Poaceae (Phleum pratense y Zea mays), el residuo G69 esta

conservado solamente entre un 10 y un 30% (Tabla 15).



Tabla 15. Porcentaje de conservaciéon de los aminoacidos caracterizados como de gran
importancia en el plegamiento y estructura 3D de profilinas (Thorn et al. 1997) en cada una
de las especies estudias. Se han sombreado los porcentajes relativamente bajos en
comparacion al resto.

Clea Betula Corylus  Phleum 7
europaea  verrucosa | avellana  pralense | e mays

L 100 100 100 100 100

s 100 100 100 100 100

0, 100 100 10 100 100
T, 99 0w | 220 100 100
Apzzy | 100 : 100 100 100
Laszn 9 100 100 100 100
Gy e n 100 100 100 100 100
Wams| 100 00 | 100 100 | 100
Apxw | 100 | 100 | 100 100 | 100
Fume | 100 | 100 | 100 00 | 100
LEp 100 100 100 100 100
Gyanm S0 10 G0 30 . 10
K?'._?.'I_.Ti 100 10 100 100 . 100
K W0 | 100 | 100 100 | 100
Tomam 00| 100 . 100 00 | 100
E||$_1|.-_11a. 100 100 100 100 100
TI?.\_I?..'_WH 100 10 100 100 100
Lizvamuzs 00 | 100 . 100 100 | 100

4.3.2 Prediccion y analisis de la estructura primaria de las profilinas. Divergencia en
el namero de cisteinas

Se han realizado una serie de predicciones que intentan diseccionar la posible
implicacion de las cisteinas presentes en las secuencias analizadas en el
establecimiento de puentes disulfuro intramoleculares, y si dichos puentes pueden
afectar a la estructura 3D de las profilinas resultantes. Las profilinas analizadas en el
presente trabajo incluyen un nimero variable de residuos de cisteina, entre los que
puede haber uno, dos o tres.

En Olea europaea la frecuencia de profilinas con una cisteinas es de 1.03 % (posicion
118), 71.14 %. La frecuencia de dos cisteinas es de 57.74% (para las posiciones 13 y 118)

y del 13.40% (para las posiciones 13 y 115). La frecuencia de tres cisteinas es del 27.83



% (posiciones 13, 106 y 118). En el caso de las cuatro restantes especies analizadas, se
han encontrado solamente 2 cisteinas, con una frecuencia del 29.4 % (posiciones 13 y
115) y 70.6 % (posiciones 13 y 117) (Fig. 12).

En primer lugar se hizo una prediccion de la posible formacion de puentes disulfuro,
estimando el niimero de ellos y el estado de cada cisteina del par que podria formar el
puente disulfuro. La prediccion se realizé con la ayuda del software DIpro (Baldi et al.
2005, Cheng et al. 2005, 2006), http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/. Esta primera
aproximacion indica que no existen puentes disulfuro dentro de la estructura de las
profilinas, sea cual sea su posicion en la secuencia e independientemente de la especie
que analizamos.

En una segunda aproximacion se ha llevado a cabo la medida tedrica de las distancias
entre los carbonos alfa (Ca) de las diferentes cisteinas que componen la secuencia de
profilinas (Tabla 16). Las medidas se han realizado para todas las posibles
combinaciones de uniones entre cisteinas intracatenarias, asi como para los tres
modelos 3D presentes en al base de datos PDB (n® PDB 1G5U, 1CQA y 3NUL) (Fig.
20). Gracias a este andlisis y sobre la base a los tres modelos 3D propuestos para las
secuencias de profilinas de las diferentes especies, si se demuestra la posibilidad de
que dichos enlaces puedan existir. Para que se establezca un puente disulfuro, debe de
cumplirse que la distancia entre los Co de dos residuos de cisteina implicados en
dicho enlace se encuentre entre 4.2 - 7.5 A (Czaplewski et al. 2004).

Teniendo en cuenta la resolucion con la que cada modelo 3D se ha obtenido mediante
cristalografia, se observa que al medir la distancia entre los distintos Co de las
cisteinas el inico par de cisteinas intracadenarias que podrian estar implicadas en un
puente disulfuro seria Ci3-Cis..

Para ver si las cisteinas podrian formar enlaces disulfuro intercatenarios, en el caso de
que se produjese un dimero entre dos moléculas de profilina, se han medido las
distancias interatomicas entre los Ca que se encuentran en ambas moléculas del

dimero (Tabla 17). El modelo usado para estas medidas es el correspondiente al



alérgeno Hev b 8 de Hevea brasiliensis 1G5U, cuya resolucién es de 1.60A, y es el
unico de los tres propuestos en que se encuentra cristalizado un dimero de profilinas.
Se puede ver que los contactos entre profilinas que forman dimeros se establecen en la
superficie de las a-hélices H1 y H4, de manera similar a lo que ocurre en las proteinas

con motivos ricos en prolina (Fig. 32).

Tabla 16. Distancia (A) entre los carbonos alfa (Ca) de los posibles pares de cisteinas que
componen la secuencia de las profilinas, calculadas mediante el programa DeepView/Swiss
PDB viewer v3.7 (Guex & Peitsch 1997). En negrita y de mayor tamafo se encuentran
seflaladas aquellas cisteinas con mayor probabilidad de formar puentes disulfuro. La
resolucion de cada modelo se muestra entre paréntesis.

Betiela Phieem

{Hea eneropasa [ Cowylus goellana Fiea mays

Modelo pendula oy prafemse -

Do cisteinas Tros chubeins Do ciuieinas

TP iy | CHaCW | o0 | Cha iy O O, Chg e | Cie e LW CHaClla | ChaCi

IG5 B4 1245 | B4 11.19 1128 1041 11.25 11 Tl

A
3';""::;: mas | E09 izE | 809 108 s 1085 11.19 104 e
ll;":;ﬂﬁ sz B0 46 810 1L 13 1042 1.3 082 B2

Tabla 17. Distancia (A) entre los Co de las cisteinas intercatenarias de las moléculas de
profilina que forman el dimero. Aquellas cisteinas con mayor probabilidad de formar
puentes disulfuro aparecen en negrita y de mayor tamarno.

Distancia (A) entre Ca de cisteinas intercadenarias
Chg — Cla 10,28
.g Ol —p 0y Rk
L CWa —» O 1765
E CHg — Oy 1583
G Oy — TRy 1329
Oy —p 1%y 3190
i Oy 110 el ]
CWey o 10 11,36
3 ¥y . (it .14
=t Oy e 100 1%ED
= Cg —p 197 hp 5k
-E Oty 10 14.80
= C'Wg — C'Wq 10,20
CMg — C115g 1017
| Clig —» C11%g I 10,22



Figura 32. Superficie de contacto entre dos moléculas de profilina (modelo 1G5U). A)
situacion espacial de las cisteinas en la superficie de contacto entre las secuencias de
profilinas. B) posibles puentes disulfuro que se podrian establecer en un dimero de
profilinas (resaltados mediante circulos de color rojo). Los modelos fueron generados
mediante el programa DeepView/Swiss PDB viewer v3.7 (Guex & Peitsch 1997).
4.3.3 Residuos implicados en la interaccion de las profilinas con actina
Se ha estudiado la variabilidad de la secuencias de profilinas, en aquellas posiciones
implicadas en el reconocimiento de la molécula de actina (Schutt et al. 1993), una de las
proteinas principales implicadas en el citoesqueleto celular. Cuando se comparan
dentro de cada especie los alineamientos de las secuencias aminoacidicas, se puede
observar que dichas posiciones se mantienen invariables en todos los casos (Fig. 12, 13,
14b, 15b, 16b, 17b y Tabla 18). También sucede asi cuando dichas posiciones se

comparan con especies mas alejadas filogenéticamente, como pueden ser protozoos o

animales (Thorn et al. 1997).



Tabla 18. Porcentaje de conservacion de los aminoacidos descritos como responsables de la

interaccion con la molécula de actina (Schutt et al. 1993; Thorn et al. 1997).

Mea Betula Corplus Philewum

europrea | pendila aveffana  pralense L,
[(Aae 100 100 100 100 100
| Puw 100 100 100 100 100
= 100 100 100 100 100
Qo 100 100 100 100 100
| Van 100 100 100 100 100
Rasss 100 100 100 100 100
| Kua 100 100 100 100 100
Kew 100 100 100 100 100
| Tuwme | 100 100 100 100 100
| P 100 100 100 100 100
| Goa | 100 100 100 100 100
Moas | 100 100 100 100 100
| M 100 100 100 100 100
| R | 100 100 00 100 100

4.3.4. Residuos implicados en la interaccion de las profilinas con proteinas ricas en
motivos de prolina

El analisis de la variabilidad de los residuos implicados en la interaccion con poli-L-
prolina (PLP) (Metzler et al. 1994), muestra que no existen cambios en estos
aminodcidos en las especies analizadas (Fig. 12, 13, 14b, 15b, 16b, 17b y Tabla 19).

El nivel de conservacién también se mantiene al 100% cuando se comparan dichas
posiciones entre organismos de distintos reinos que estdin mas alejados

filogenéticamente, como son plantas y animales (Thorn et al. 1997)



Tabla 19. Porcentaje de conservacion de los aminodacidos descritos como responsables de la
interaccion con PLP en cada una de las especies estudiadas (Metzler et al. 1994; Thorn et al.
1997).

Mea | Betula .I‘:}u}'-’m;. Philewm I Ao .
enropaea  pendula  avellana pratense mays |

W, 100 100 100 100 100
Y, 100 100 100 100 100 |
I, 100 100 100 100 100
G., 100 100 100 100 100
Wi, 100 100 100 100 100
A“’H 100 1082 100 10xh 102
e 100 100 100 100 100
e 100 100 100 100 100

4.3.5. Residuos implicados en la interaccion de profilinas con polifosfoinositidos

El andlisis de los residuos implicados en la interaccion de las profilinas con
polifosfoinositididos (PIP), ha revelado que existe mayor variabilidad en los residuos
implicados en dicha interaccién que en las anteriores interacciones descritas. En este
caso, dichos aminodcidos pueden ser clasificados en aminoacidos clave para la
interaccién: K71, Q76, K86, G88, L117, I/L127 y E 130, y los otros aminoacidos con
menor implicacion en dicha interaccion (W3 y D8) (Tabla 20) (Schluter et al. 1997; Skare
& Karlsson 2002). La Tabla 20 muestra los porcentajes de conservacion de dichos
residuos para cada una de las especies analizadas.

Aunque en muchos casos el nivel de conservacién es muy alto (100%), se observan
algunos residuos con porcentajes de conservacion reducidos, entre los que cabe
destacar los residuos Liz7, 130* y Ei2 131* en todas las especies analizadas con excepcion
de Olea europaea.

En la Tabla 21, se detallan las sustituciones puntuales que tienen lugar en los residuos
descritos. El mayor nimero de cambios puntuales se ha encontrado en las secuencias
de profilinas de diferentes variedades de olivo, seguido de Phleum pratense, Corylus
avellana 'y Zea mays. En Betula pendula no se han observado sustituciones que afectan a

estos residuos.



Tabla 20. Porcentaje de conservacion de los aminoacidos implicados en la interacciéon con
PIP en cada una de las especies estudiadas. Se han sombreado las celdillas correspondientes

a % de conservacion relativamente inferiores al resto.

(Mea Betwla Corvlus  Phleum | Zea
europaea  pendula  avellana  pratense  mays
W, 104} 100 100 100 100
D,* 98.97 100 100 100 100
K 100 100 100 100 100
Qnn* 95.88 100 100 100 100
| 1040 100 100 100 100
T 100 100 100 100 100
M, 7.020* 96.91 100 100 00 90
[ 8783 | 0 40 3333 | 80
Ejzm® 9381 | 0 | 50 | 3333 | 7
" Al chell arminedcule en daterrmnalas secuemeias de profthnas depoubenic de la
espocia analizada

Tabla 21. Detalle de los cambios puntuales de aminoacidos que interaccionan con PIP en las
secuencias de profilinas. Para cada especie se indican los niimeros de referencia observados
de las secuencias en las que se ha determinado la presencia de la sustitucién.
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4.3.6 Residuos con un papel potencial en la funcién-regulacion

Se ha analizado el polimorfismo en los posibles motivos diana de modificaciones

postraduccionales, con un papel potencial en la funcién-regulacion de las profilinas y

que incluyen:

1.

8.
9.

N-miristilacién. Para ello se ha analizado la presencia y modificaciones del motivo
G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P} (Towler et al. 1988; Grand 1989).

Amidacion. Para ello se ha analizado la presencia y modificaciones del motivo x-G-
[RK]-[RK] (Kreil 1984; Bradbury & Smyth 1987).

Fosforilacién dependiente de AMPc o GMPc. Para ello se ha analizado la presencia y
modificaciones del motivo [RK](2)-x-[ST] (Fremisco et al. 1980, Glass & Smith 1983,
Glass et al. 1986).

Fosforilacion por proteina quinasa C. Para ello se ha analizado la presencia y
modificaciones del motivo Para ello se ha analizado la presencia y modificaciones
del motivo [ST]-x-[RK] (Kishimoto et al. 1985, Woodget et al. 1986).

Fosforilacion por caseina quinasa II. Para ello se ha analizado la presencia y
modificaciones del motivo [ST]-x(2)-[DE] (Pinna et al. 1990)

Fosforilaciéon por MAP quinasa (MAPK). Para ello se ha analizado la presencia y
modificaciones del motivo IQGEAGAVIRGKKGSGGITIK/PXTP (Limmongkon et
al. 2004).

Glicosilacion. Para ello se ha analizado la presencia y modificaciones del motivo N-
{P}-[ST]-{P} (Bause et al. 1983).

Fosforilacion en residuos Ser/Thr y Tyr (Sheng 2003).
Otros tipos de proteinas quinasas (Blom et al. 2004).

El aminodacido en negrita dentro de la secuencia o motivo caracteristico, es el que sufre

la modificacion; la x puede ser cualquier aminoacido. Dentro de cada paréntesis o

corchete, s6lo uno de los aminoacidos incluidos aparecera en el motivo caracteristico.

El paréntesis ([]) representa los aminoacidos que deben de aparecen en la secuencia;

las llaves ({ }) son los aminodcidos no permitidos en los motivos y los nimeros



representan la repeticiéon del aminodcido. Los motivos o cambios que aparecen en

negrita en la tabla son aquellos menos frecuentes.

Tabla 22. Modificaciones localizadas en los principales motivos que caracterizan la funcion-
regulacion de profilinas. Las secuencias existentes en la base de datos GeneBank™/EMBL
anteriormente a la realizacion de este estudio aparecen con formato sombreado. En cursiva y
negrita se indican motivos diferentes a los encontrados dentro de la mayoria de las
secuencias estudiadas.
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Tabla 22 (continuacion)
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Tabla 22 (continuacion)
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El niimero de motivos de miristilacién es variable, encontrandose entre 1 y 3 en todas
las secuencias analizadas, con algunos cambios en las secuencias correspondientes a
determinados cultivares de olivo, asi como en las demads especies.

Mais constante se mantuvo el motivo de amidacion, asi como el sitio de fosforilacion

por quinasas dependientes de AMPc v GMPc, el cual esta ausente en alguna de las

secuencias de Olea europaea (10, 11, 38, 63-67, 80), Corylus avellana (100) y en todas las
secuencias de Phleum pratense.
Entre todas las secuencias analizadas, se encontraron uno o dos motivos de

fosforilaciéon por proteina quinasa C, y en menos de la mitad de dichas secuencias se

encontro un motivo de fosforilacién por caseina quinasa II. Por otro lado, se ha



analizado la variabilidad en la secuencia aminoacidica de algunas profilinas, referente

al dominio de interaccién con quinasas (KIM) y el motivo de fosforilaciéon por MAPK.

Realmente existen pocos cambios en el motivo P-X-T-P, donde la X es en la mayoria de
los casos analizados en Olea europaea y Betula pendula es valina, asi como leucina o
metionina en las otras tres especies. La mayor variabilidad observada es algunos
cultivares de Olea europaea en el motivo de interaccion con quinasas (KIM), sobre todo
en la variedad Bella de Espafia, donde los cuatro clones secuenciados poseen
diferentes cambios cuando se comparan entre ellos. De la misma forma se han
encontrado cambios en todos los clones de Zea mays y de Phleum pratense, aunque el
cambio es el mismo en todos los clones dentro de la misma especie.

Se llevd a cabo la prediccion de motivos de glicosilacion. En este caso, se llegd a un

resultado negativo en casi todas las secuencias de profilinas analizadas, con la
excepcion de uno de los clones de Olea europaea de la variedad Blanqueta (secuencia
numero 14), que mostrd un posible sitio de glicosilacion (51-54 NGTM).

La prediccion y analisis de la variabilidad en los posibles residuos susceptibles de
fosforilacion por Ser/Thr quinasas y Tyr quinasas (Sheng 2003) se muestra en la Tabla
23. La Tabla muestra que en Olea europaea, el numero de residuos de serina
susceptibles de ser fosforilados es 1 (en la mayoria de los clones), aunque en algunos
de ellos puede ser 0 o 2 residuos. Las posiciones de éstos varian de unos cultivares a
otros entre las posiciones 5, 42, 58, 89 y 92. En las demas especies analizadas, el
numero de serinas susceptibles de ser fosforiladas también es el mismo, no
encontrandose ninguna en Betula pendula, una en Corylus avellana, ninguna o una en
Phleum pratense y una o dos en Zea mays. El nimero de treoninas y tirosinas
susceptibles de ser fosforiladas es también mayor en Olea europaea que en el resto de

las especies.



Tabla 23. Aminoacidos susceptibles de ser fosforilados por Ser/Thr quinasas y Tyr quinasas.
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Finalmente, las Tablas 24 y 25 muestran una serie de proteinas quinasas que ejercen su
funcion por fosforilacion de muchas proteinas en diferentes rutas de sefializacion
celular. En estas Tablas se muestran una serie de posiciones susceptibles de ser
fosforiladas dentro de la secuencia de las diferentes profilinas. Como se puede
observar, existe una gran variabilidad en dichas posiciones susceptibles de
fosforilacion, sobre todo para las correspondientes a la proteina quinasa C. La de
menor variabilidad corresponde a la proteina quinasa p38MAPK, que sdlo es

fosforilada en al treonina 114.



Tabla 24. Fosforilacién de profilinas por diversas proteinas quinasas en Olea europaea. En el
encabezamiento de la tabla estan las diferentes quinasas, asi como los aminoacidos y su
posicion sobre las que pueden actuar. Sélo se han mostrado aquellos clones que presentan
alguna variacion con respecto al encabezamiento de la tabla. La linea horizontal nos indica
las posiciones de fosforilacion que aparecen en el encabezamiento de la tabla. Si no existe

fosforilacion por parte de alguna proteina quinasa, se muestra con un espacio en blanco.
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Tabla 25. Fosforilacion de profilinas por diversas proteinas quinasas en Befula pendula,
Corylus avellana, Phleum pratense y Zea mays. En el encabezamiento de la tabla se muestran las
posiciones aminoacidicas equivalentes a las de Olea europaea susceptibles de fosforilacion. La
linea horizontal nos indica las posiciones de fosforilacion que aparecen en el
encabezamiento de la tabla. El espacio en blanco muestra que no existe fosforilaciéon por
proteinas quinasas en esas posiciones.
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4.3.7. Prediccion de la localizacion celular de las profilinas.

Se ha llevado a cabo la prediccion de la localizacion celular de las profilinas sobre la
base de su secuencia primaria, asi como a la determinacién de la posible presencia de
péptidos sefial que dirijan a estas proteinas hacia determinadas localizaciones
celulares.

El calculo de la probabilidad de localizaciéon de profilinas con una determinada
secuencia aminoacidica ha sido realizado utilizando las herramientas TargetP

(Emanuelsson et al. 2007) y PSORT v2.0 (Nakai & Kanehisa 1991). La Tabla 26 muestra



los valores medios de probabilidad de localizaciéon de las profilinas de diferentes
especies en distintos compartimentos celulares para cada especie. Junto a los valores
medios se indican los valores calculados para algunas secuencias especificas, que han
sido incluidas por diferir ampliamente de la media. En general, las profilinas
presentan una mayor probabilidad de encontrarse en el citoplasma. Sin embargo se
observan algunas secuencias con una elevada probabilidad de encontrarse en
mitocondrias y cloroplastos, mientras que otras corresponderian a proteinas de
secrecion. Estos ultimos datos referentes a posible secrecion han sido confirmados por
la prediccion mediante otro programa especifico: SignalP 3.0 Server (Emanuelsson et

al. 2007) (resultados numéricos no mostrados).

Tabla 26. Calculo de la probabilidad de encontrar las profilinas en una determinada
localizacion celular. Con fondo gris se indican los valores medios por especie, asi como los
valores calculados para ciertas secuencias, que difieren notablemente de los valores medios.

Especie l:::i:ee:z;e Cloroplasto | Mitocondria | Secreccién gﬁ:is(f;::f}:fr_ ?;
= 13.2+1.6 8.2+0.8 9.8+0.5 68.8+0.7
10 5.9+0.0 4.4+0.0 39.9+0.0 49.8+0.0
11 7.6+0.0 7.0+0.0 20.0+0.0 65.4+0.0
38 5.8+0.0 5.3+0.0 32.2+0.0 56.7+0.0
46 9.7+0.0 7.4+0.0 14.2+0.0 68.7+0.0
51 7.9+0.0 7.8+0.0 17.0£0.0 67.3+0.0
60 6.7+0.0 4.8+0.0 28.4 0.0 60.1+0.0
Olea europaea L. 63 8.2+0.0 6.8+0.0 15.2+0.0 69.8+0.0
64 6.7+0.0 4.8+0.0 28.4+0.0 60.1+0.0
65 6.7+0.0 4.8+0.0 28.5+0.0 60.0+0.0
66 6.9+0.0 4.4+0.0 28.2+0.0 60.5+0.0
67 6.7+0.0 4.8+0.0 28.5+0.0 60.0£0.0
69 8.7+0.0 6.810.0 20.0+0.0 64.5+0.0
80 7.1+0.0 8.4+0.0 16.5£0.0 68.0+0.0
94 8.2+0.0 6.8+0.0 15.3£0.0 69.7+0.0
Betula pendula | - 14.4+1.1 8.6+0.5 11.7+0.3 65.311.0
- 14.1+0.1 8.1+0.1 13.2+0.5 64.6:0.4
Corylus avellana 98 8.4 +0.0 6.8 £0.0 22.3 £0.0 62.5+0.0
100 6.5 +0.0 4.2+0.0 27.7 £0.0 61.6 £0.0
Phleum pratense - 6.6+0.2 5.0+0.3 27.9+0.7 61.5+1.4
o - 7.8+0.1 7.2+0.1 19.7+0.4 65.4+0.4
X73280 2.50.0 9.9+0.0 27.1+0.0 60.5+0.0

La probabilidad de localizacién nuclear de las profilinas no puede ser calculada
mediante los mencionados programas, por lo que se ha utilizado la herramienta

informatica Nucleo v1.0 (Hawkins et al. 2007), que si permite calcular esta



probabilidad. En la Tabla 27 se indican las probabilidades medias de localizacion
nuclear de las profilinas en cada una de las especies estudiadas, asi como los valores
calculados para algunas secuencias especificas, que han sido incluidas por diferir

ampliamente de la media tanto en un sentido como en otro.

. ’ Niimero de |Localizacion Tabla 27. Calculo de la probabilidad de
Especie 5 o .. ., o1 .
Secuencia | nuclear (%),  distribucién nuclear para las profilinas analizadas
1'4 ! ?;gfgg en este trabajo. Se indica con fondo gris la
Olea europaea L. 54 18:0;0:0 probabilidad media en cada especie. El resto de
83 19.0+0.0 secuencias listadas en la tabla corresponde a
Betula pendula - | 25.5+0.7 aquellas cuya probabilidad de localizacion nuclear
Corylis avillana SR - difiere notablemente de la media destacan por
98 17.0+0.0 .- . .
i poseer una probabilidad diferente a la media.
- 27.5+15
| X77583 33+0.0
Phleum pratense Y09456 | 32+0.0
Y09457 | 31+0.0
Y09458 32+0.0
- 269820
Zea mays | X73279 32.0+0.0
X73280 35.0+0.0

Entre todas las especies analizadas, son las profilinas de Olea europaea L. las que
presentan mayor probabilidad media de localizarse en el nticleo.

La localizacion nuclear de las profilinas de plantas analizadas poseen un motivo de
caracter basico (RGKKGXGG(I/V)T(I/V)KKT) implicado en dirigir estas proteinas
al nucleo (Yoneda 1997). La Tabla 28 muestra el polimorfismo detectado en todas
las secuencias analizadas para este motivo. En general, las microheterogeneidades
detectadas en este motivo son poco abundantes, y se localizan especialmente en las
secuencias analizadas en la especie Phleum pratense y Zea mays con mayor
probabilidad de encontrarse en el nucleo poseen cambios en la secuencia
aminoacidica que podrian estar implicado en dirigir estas proteinas al nucleo
(Tabla 27). El andlisis de los cambios producidos en el motivo de localizacién
nuclear (Tabla 28), muestra una serie de cambios que se repiten en muchas de las

secuencias.



Secuencia Motivo nuclear
RGKKGXGG(I/V)T(I/V)KKT

10 RGKKGAGGITIKKT

11 RGKKGAGGITVKKT

13 RGKKGAGGITIKKT

38 RGKKGAGGITIKKT

Olea 51 RGKKGAGGITVKKT
europaea

57 RGKKGSGGITSKKT

64 RGKKGAGGITIKKT

65 RGKKGAGGITIKKT

66 RGKKGAGGITIKKT

67 RGKKGAGGITIKKT

68 RGKKGAGGITIKKT

80 RGKKGAGGITVKKT

86 RGKKGTGGITIKKT

91 RGKKGSGGITIKET

93 RGKKGSGGITIKET

Corylus 98 RGKKGAGGITVKKT

avellana 100 RGKKGAGGITVKKT

X77583 RGKKGAGGITIKKT

Y09456 RGKKGAGGITIKKT

Y09457 RGKKGAGGITIKKT

Y09458 RGKKGAGGITIKKT

Phleum 106 RGKKGAGGITIKKT

pratense 107 RGKKGAGGITIKKT

108 RGKKGAGGITIKKT

109 RGKKGAGGITIKKT

110 RGKKGAGGITIKKT

111 RGKKGAGGITIKKT

112 RGKKGAGGITIKKT

113 RGKKGAGGITIKKT

Tabla 28. Detalle de los cambios en el motivo de localizacién nuclear caracteristico de
plantas (RGKKGXGG(I/V)T(I/V)KKT), donde la X es el aminoacido serina (S) en la mayoria
de las secuencias analizadas. El aminoacido que cambia se destaca en negrita y con mayor
tamano.



4.4. Analisis in silico de la influencia del polimorfismo intraespecifico de las
profilinas del olivo sobre su caracter alergénico y su posible implicacion en
las reacciones cruzadas con diferentes especies.

Con objeto de estudiar la posible influencia del polimorfismo de las secuencias
aminoacidicas sobre las caracteristicas alergénicas de las diversas profilinas, se
llevaron a cabo diversos andlisis que incluyen:

4.4.1. Prediccion de los perfiles de antigenicidad.

4.42. Analisis de las regiones epitopicas inmunodominantes de reconocimiento por
IgG e IgE (epitopos de células B).

4.4.3. Andlisis de las regiones de anclaje para los alelos de MHC clase II (Complejo
Principal de Histocompatibilidad, Clase II). Receptores de células T que median en la
alergenicidad cruzada.

4.4.4. Prediccion de la localizacion epitopica en los modelos 3D y construccion de

epitopos conformacionales de profilinas.

4.4.1. Prediccion de los perfiles de antigenicidad

Se llevd a cabo un andlisis de todas las secuencias clonadas en el presente trabajo
(Tabla 7), con la herramienta Peptideselect™ design tool (Invitrogen),
https://peptideselect.invitrogen.com/peptide. Dicha herramienta permite determinar
parametros claves de las proteinas, relacionados con su interaccion con el sistema
inmune, como son la hidrofobicidad (Kyte-Doolitte et al. 1982), antigenicidad (Welling
et al. 1985), accesibilidad y estructura bidimensional (Garnier et al 1996). La Fig. 33
muestra inicamente un perfil representativo para cada una de las especies estudiadas.
Como podemos observar en los diagramas, los perfiles son bastante parecidos en las
cinco especies analizadas. Se observan 7 picos de antigenicidad elevada (A1-A7) en las
5 especies, asi como dos picos extra no comunes al resto de las especies en Olea

europaea (B1 y B2) y uno en Phleum pratense (B3).
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Figura 33. Ejemplos de analisis predictivo de las regiones antigénicas. Se ha analizado una
secuencia aminoacidica representativa de profilinas de cada una de las especies objeto de
estudio. Dicha secuencia corresponde a la secuencia calculada por el programa Clustal W
como referencia para la elaboracion de los alineamientos. A) Olea europaea (secuencia n® 13),
B) Phleum pratense (secuencia 113), C) Betula pendula (M65179), D) Corylus avellana (secuencia
104) y E) Zea mays (secuencia 122). Los picos de alergenicidad elevada se representan
mediante recuadros rojos (comunes en las cinco especies) o azules (no comunes).

Como se mostraba en los alineamientos aminoacidicos de todas las secuencias
analizadas (Figs. 11, 12, 13B-16B y 17A’-17E’), existe una gran variabilidad.

Las Tablas 29 y 30 muestran detalladamente el polimorfismo existente en las regiones
con antigenicidad elevada descritas anteriormente para Olea europaea y el resto de

especies respectivamente. Como se puede observar en dichas tablas, se ha



determinado la existencia de numerosas microheterogeneidades presentes en esas
regiones que originan diversas formas antigénicas de dichos picos, cada uno de ellos
representados con una frecuencia determinada en cada especie, como se describe en la

Tabla 31.

Tabla 29. Andlisis de la variabilidad aminoacidica en los picos de antigenicidad predictiva
elevada de las profilinas de olivo. Para el analisis de las modificaciones se eligieron como
modelo la secuencia n® 13 de Olea europaea, calculada como referencia por el programa
Clustal W para el alineamiento multiple. A partir de dicha secuencia, todas las
modificaciones aminoacidicas se han sefialado en negrita y con mayor tamano.
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Tabla 30. Andlisis de la variabilidad aminoacidica en los picos de antigenicidad predictiva
elevada de las profilinas de Phleum pratense, Betula pendula, Corylus avellana y Zea mays
respectivamente. Para el analisis de las modificaciones se eligieron como modelo las
secuencias n° 113 de Phleum pratense, M65179 de Betula pendula, 104 de Corylus avellana y 122
de Zea mays, calculadas como referencia por el programa Clustal W para el alineamiento
multiple. A partir de dicha secuencia, todas las modificaciones aminoacidicas se han
sefalado en negrita y con mayor tamario.
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Tabla 31. Tabla resumen de las formas antigénicas detectadas para cada uno de los picos de
antigenicidad predictiva elevada y frecuencia relativa de cada una de ellas por especie. Las
distintas formas antigénicas observadas han sido denominadas con un sufijo adicional (i.e.
Al-1, A1-2...). El sufijo “0” se refiere a la secuencia tomada como modelo en cada especie

(i.e. A1-0).
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En resumen, en Olea europaea se han detectado 7 formas antigénicas del pico Al, 11 en
A2, 6 en A4, 5 en los picos A5, A6, A7 y B2, asi como 4 en Bl. En la mayoria de ellos,
existen 2 6 3 formas antigénicas que se encuentran en mas del 90% de las secuencias de
profilinas analizadas. La forma mas extendida del pico Al es la Al-1, presente en un
63.92% de las secuencias analizadas, mientras que las formas Al-4 hasta A1-6 son las
menos frecuentes, al estar presentes en sélo un 1.03% de las secuencias cada una de

ellas. La forma mas extendida del pico A2 es la A2-1, presente en un 64.95% de las



secuencias analizadas, mientras que las formas A2-5 hasta A2-10 son las menos
frecuentes, al estar presentes en sélo un 1.03% de las secuencias cada una de ellas. La
forma mayoritaria del pico A4 es la A4-0, con un 78.35% de representacion entre las
secuencias; en A5 es la A5-1 (85.57%), en A6 es la A6-0 (92.78%), en A7 es la A7-0
(94.85%), en el B1 es la B1-0 (97.94%) y en el pico B2 es la B2-0 (92.78%).

En el resto de las especies, dentro de los picos de antigenicidad predictiva elevada,
podemos encontrar entre 1 y 3 formas antigénicas, con una representacion entre un

100% y un 10% entre las secuencias analizadas.

4.4.2. Analisis de las regiones epitopicas inmunodominantes de reconocimiento por
IgG e IgE (epitopos de células B).

Se llevd a cabo la caracterizacion en las secuencias analizadas en este trabajo de las
posibles regiones epitdpicas de reconocimiento por células B del sistema inmunitario
humano, responsables del reconocimiento y procesamiento de los alérgenos en la
respuesta de hipersensibilidad. Dicho analisis esta basado en un trabajo llevado a cabo
por Asturias et al. (2002), en el que se caracterizaron regiones de la secuencia de
profilinas recombinantes de girasol Hel a 2, mediante la utilizacion de péptidos
sintéticos solapantes. En este caso hemos estudiado de forma detallada los cambios
presentes en la secuencia aminoacidica de todas las secuencias de profilinas obtenidas
en esas cinco regiones epitopicas, denominadas 10A4, 5F2, 9A7, 9G4 y 3H8 (Asturias et

al. 2002), como se muestra en la Tabla 32.



Tabla 32. Caracterizacién detallada de la variabilidad aminoacidica en las 5 regiones
epitdpicas de reconocimiento por células B definidas por Asturias et al. (2002) para profilinas
en Olea europaea. En negrita y con un tamafio mayor, se resaltan aquellos aminoacidos que
han cambiado con respecto a las secuencias de referencia previamente determinadas por

Asturias et al. (2002).
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En el olivo, la region 3H8 a penas posee cambios, al contrario de lo que ocurre en las
demas regiones, donde 10A4, 5F2 y 9G4 poseen en una mayoria de las secuencias una
serie de modificaciones que se repiten. El mayor niimero de cambios lo encontramos
en la region 9A7, lo que también ocurre en casi todas las demas secuencias (Tabla 32 y
34).

En las restantes especies ocurre algo similar al olivo, aunque el nimero de cambios en

la region 5F2 es mucho mayor en todas ellas (Tabla 33 y 34).

Tabla 33. Caracterizacién detallada de la variabilidad aminoacidica en las 5 regiones
epitopicas de reconocimiento por células B definidas por Asturias et al. (2002) para profilinas
en Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense y Zea mays. En negrita y con un tamafo
mayor, se resaltan aquellos aminoacidos que han cambiado con respecto a las secuencias de
referencia previamente determinadas por Asturias ef al. (2002).
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Tabla 34. Tabla resumen de las formas antigénicas detectadas para cada uno de los motivos
de reconocimiento por células B y frecuencia relativa de cada una de ellas por especie. Las
distintas formas epitdpicas observadas han sido denominadas con un sufijo adicional (i.e.
10A4-1, 10A4-2...). El sufijo “0” se refiere a la secuencia tomada como modelo en cada
especie (i.e. 10A4-0).
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En resumen, en Olea europaea se han detectado 6 formas antigénicas para el motivo
10A4, 9 para 5F2, 7 en 9A7, 5 en 9G4 y 3 en 3HS8. En la mayoria de ellos, existen 2 6 3
formas antigénicas que se encuentran en mas del 90% de las secuencias de profilinas

analizadas. La forma mas extendida del motivo 10A4 es el 10A4-0, presente en un



67.02% de las secuencias analizadas, mientras que las formas 10A4-3 a 10A4-5 son las
menos frecuentes al estar presentes en sélo un 1.03% de las secuencias cada una de
ellas. La forma mas extendida del motivo 5F2 es el 5F2-1, presente en un 82.50% de las
secuencias analizadas, mientras que las formas 5F2-5 hasta 5F2-10 son las menos
frecuentes, al estar presentes cada una de ellas en s6lo un 1.03% de las secuencias. La
forma mayoritaria del motivo 9A7 es la 9A7-1, con un 56.74% de representacion entre
las secuencias; en 9G4 es la 9G4-1 (82.48%) y en 3H8 es la 3H8-0 (96.91%).

En el resto de las especies, dentro de los motivos de células B podemos encontrar entre
1 y 4 formas antigénicas, con una representacion entre un 100% y un 10% entre las
secuencias analizadas.

En la figura 34, podemos ver representado un ejemplo de distribucion de los diferentes

motivos de reconocimiento por células B dentro de la estructura 3D del modelo 1CQA.
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Figura 34. Ejemplo de distribucién de los epitopos inmunodominantes de reconocimiento
por células B. Estas regiones se resaltan en diferentes colores: 10A4 en rojo, 5F2 en verde,
9A7 en azul, 9G4 en amarillo y 3H8 en violeta. Parte superior: modelo de cintas. Parte
inferior: vistas a distintos angulos del modelo de superficies.



4.4.3. Analisis de las regiones de anclaje para los alelos de MHC clase II (Complejo
Principal de Histocompatibilidad, Clase II). Receptores de células T que median en
la alergenicidad cruzada.

Se ha demostrado que la alergenicidad cruzada, y la modulacion de la respuesta de
sensibilizacién alérgica es altamente dependiente del reconocimiento de epitopos
conservados en los alérgenos por parte de células T del sistema inmunitario humano.
Por ello es relevante conocer la posible presencia y variabilidad de estos epitopos en
las secuencias analizadas en este trabajo. Para determinar esos epitopos se ha seguido
un método de trabajo similar al descrito por Burastero et al. (2004), utilizando el
programa T-EPITOPE (Singh & Raghava 2001) y llevando a cabo la prediccion y
andlisis de las regiones de union a los alelos mas comunes del HLA-DR (antigeno
leucocitario humano, tipo DR) de una secuencia antigénica, que cubren una gran
proporcion de los péptidos que se unen al HLA humano de clase II. Para este estudio
se seleccionaron los alelos HLA-DR mds frecuentes en la poblacion caucdasica
DRB1*0101 (DR1), DRB1*0301(DR3), DRB1*0401 (DR4), DRB1*0701 (DR?),
DRB1¥0801(DR8), DRB1*1101 (DR5) y DRB1*1501 (DR2). El algoritmo T-EPITOPE
predice nonapéptidos de unién a dichos alelos.

Segun se aprecia en la Tabla 35, en la mayoria de las profilinas analizadas se repiten
una serie de motivos de reconocimiento de receptores del HLA-DR clase II con una
frecuencia mayor del 50%. Algunos de ellos estan presentes en todas las especies (L70
y M76), mientras que otros solo estan presentes en 3/4 de las especies analizadas (V29,
186, 195 y F106). Por otro lado, existen otros nonapéptidos que pertenecen
especificamente a determinadas especies, como es el caso de F41 en Betula pendula, 153
en Olea europaea, F59 en Zea mays y F66 en Phleum pratense. La especie Corylus avellana
es la tnica que no tiene un motivo propio, aunque uno de ellos (el W35) es especifico,
aunque compartido por ambas especies de la familia Betulaceae. En Olea europaea
podemos ver que existen secuencias de profilinas que no poseen todos los motivos de

union a estos receptores, o poseen uno o varios motivos especificos de las secuencias



de profilinas (motivos minoritarios) (Fig. 11). A esto hay que afiadir que también existe

variabilidad en la secuencia aminoacidica.

Tabla 35. Comparacion de los motivos de anclaje a HLA-DR (epitopos de células T) mas
frecuentes en las secuencias de profilinas de cada especie (frecuencia >50%).

(Mea Belula Corylus Phlenm T s
enropaea L, pendula aveilarna pratense
W29 Vi Vg - Vah

- Wis Wis - -

- F41 - - .
F45 Fa4 = Fa2 F39
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= - - - E54
L&8 - - MBS L&5

. . . Féé .
L7 L9 L9 Var L&7
MF6 M3 M7S M73 M73
186 . . 83 I83
195 [94 194 192 -

En la Fig. 35 se aprecia la distribucion de estos epitopos especificos (153, F41, F66, F59)
en un ejemplo de conformacion tridimensional basada en el modelo 1CQA. Los
epitopos se localizan en una region de la proteina (a-hélice H2, laminas § S3 y S4) y su

accesibilidad al exterior es casi completa.

Figura 35. Ejemplo de
representacion 3D de los
epitopos  especificos  de
reconocimiento por células T
a partir del modelo ICQA.
Parte superior: diagrama de
cintas. Parte inferior: vistas a
distintos angulos del
diagrama de superficies.




Una vez analizados y comparados los epitopos de células T entre las diferentes
especies analizadas (Tabla 35), viéndose que existen claras diferencias en la presencia y
distribucion de muchos de los epitopos de células T de profilinas entre dichas especies,
se ha procedido a realizar un andlisis de éstos de forma comparativa en cada una de
las diferentes variedades de olivo, en la cual se han mostrado las diferencias mas claras

en los epitopos 153, 186 e 1106 (Tabla 36).

Tabla 36.Comparaciéon de los motivos de anclaje a HLA-DR (epitopos de células T) mas
frecuentes en las secuencias de profilinas de los diferentes cultivares de olivo. Aquellos
epitopos que no estan presentes en mas del 50% de las secuencias de cada una de las
variedades se sefialan con una X.

Variedades V29 F45 153 L68 L70 M76 186 195 1106
Acebuche ‘ v , X
Arbequina X

Bella de Espafia X
Blanqueta X

Cornicabra
Empeltre
Farga
Frantoio
Galega
Hojiblanca
Leccino
Lechin de
Granada
Lechin de
Sevilla
Loaime
Lucio
Manzanilla de
Sevilla

Morrut

Picual X X

Picudo

Sevillenca

X X X XX

Sourani
Verdial de
Huévar
Verdial de
Vélez-Malaga
Villalonga

La figura 36 muestra un ejemplo en el cual, se han comparado dos variedades (Picual
vs. Loaime) que difieren en 3 de los 9 epitopos de reconocimiento por células T (V29,
153 y I106). Esta comparacion es una de las que difiere mas en el nimero de epitopos
de entre las variedades de olivo analizadas. Con todo esto, ademas de las diferencias
existentes entre variedades que poseen motivos minoritarios (frecuencia < 50%) (Fig.
12) pueden diferenciar ain mas algunas moléculas de profilinas de unas variedades

con respecto a otras (datos no mostrados).



Figura 36. Ejemplo de representacion 3D de los epitopos de reconocimiento por células T en
las profilinas de dos cultivares de olivo (Picual y Loaime). El modelo usado para la
representacion corresponde al 3NUL de Arabidopsis thaliana. Parte superior: diagrama de
cintas. Parte inferior: vistas en distintos angulos del diagrama de superficies. Tanto los
epitopos presentes en Loaime y ausentes en Picual se representan con un circulo rojo.

Puesto que se han detectado claras diferencias en la presencia y distribucion de
epitopos de células T de profilinas entre especies, se ha procedido a realizar un analisis
de la localizacion 3D de éstos de forma comparativa en cada una de las familias
analizadas. Cuando se compara la localizacién de los epitopos correspondientes en las
especies Betula pendula y Phleum pratense, se observa que aunque la estructura 3D es

practicamente idéntica en estas dos especies, el epitopo F41 esta solo presente en la



primera especie, y no en la segunda. (Fig. 37). Dicho epitopo se encuentra en la o-

hélice H2 de la estructura 3D.

Kt

L

- AN .
3 v : -
W =3 '
."':--_sr 58 i
Betula perdula
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Figura 37. Representacion 3D de un epitopo de reconocimiento por células T no compartido
entre profilinas de dos de las especies de la familia Betulaceae (Betula pendula y Corylus avellana).
El modelo usado para la representacion corresponde al alérgeno Bet v 2 de Betula pendula. En
rojo y rodeado con un circulo se muestra el epitopo F41 presente en Betula pendula (A) y no en

Corylus avellana (B).

Igualmente la comparacion de los epitopos de las especies Phleum pratense y Zea mays
ha llevado a la caracterizaciéon de dos epitopos especificos para cada una de las
especies. Esto quiere decir que en la especie Phleum pratense, los epitopos F66 (o-hélice
H2) y 192 (lamina B S6) no se encuentran en Zea mays, mientras que los epitopos V26
(ldmina B S1-giro B) y F59 (solo parcialmente en la o-hélice H2) de Zea mays no se

encuentran en Phleum pratense (Fig. 38).



Figura 38. Representacion 3D de dos epitopos de reconocimiento por células T no
compartido entre entre profilinas de dos de las especies de la familia Poaceae (Phleum
pratense y Zea mays). Representacion tridimensional en modelo de cintas y modelo de
superficie de la estructura de profilinas, mostrando los distintos epitopos especificos de
reconocimiento por células T en ambas especies. En ambos tipos de modelos se muestran en
azul, los epitopos especificos de Phleum pratense (F66 y 192) (A) que no se encuentran en Zea
mays (B). En color violeta se muestran los epitopos especificos de Zea mays (V26 y F59) (B)
que no se encuentran en Phleum pratense (A). Los modelos utilizados para representar las
profilinas son el de Arabidopsis thaliana (3NUL) para Phleum pratense y el de Hevea brasiliensis
(1G5U) para Zea mays.

4.4.4. Prediccion de la localizacidon epitopica en los modelos 3D y construccion de
epitopos conformacionales de profilinas

Los epitopos descritos en los apartados anteriores corresponden a secuencias
aminoacidicas lineales. En este apartado se analiza la presencia de epitopos
conformacionales en las secuencias, que resultan como consecuencia del plegamiento
3D de las proteinas. Para determinar esos epitopos se ha seguido un método de trabajo
similar al descrito por Fraczkiewicz & Braun (1996, 1998), utilizando el programa
GETAREA V1.1 http://pauli.utmb.edu/cgi-bin/get_a_form.tcl/ como se describe

ampliamente en el apartado correspondiente de material y métodos. La prediccion



determina zonas tridimensionales que podrian ser consideradas epitopos. Esos
epitopos conformacionales pueden o no coincidir, o coincidir parcial o totalmente con
los epitopos lineales de reconocimiento por células B o por células T que se han
descrito en los apartados anteriores. El numero de epipopos predichos por la
herramienta bioinformatica es altamente dependiente del modelo 3D utilizado para la
prediccion, ya que se basa en la estructura cristalografica de la proteina depositada en
la base de datos PDB. De este analisis resultaron 11, 9 y 10 epitopos conformacionales
para los modelos 1G5U (Hevea brasiliensis), 1CQA (Betula pendula) y 3NUL (Arabidopsis
thaliana) de la base de datos PDB (Tablas 37).
Tabla 37. Prediccion de epitopos conformacionales en los tres modelos de profilinas de

plantas de la base de datos PDB (http://www.pdb.org). En negrita se encuentran los residuos
que componen el centro de cada epitopo.

Epitopos conformacionales de Hev b B (Meven brosiliousis, DG

il Secuenda S
1 52 SSWOTY VD, Oy ¥ s il M0 14
2 K19 JODH,, CDIDGHRLT,, 358, o DEFLT,,, 1%
¢ Wl Q, Dy pFLTy Vi 5 IS55FPQy; Goa Digy e
4 M1 Ty 1 OSEEFPOIFKSD, Hy, WG 17
5 SIS HDGSV JPOFKSD L AAYME, T, He G 1%
i Téd Dhis s Kas swdGSLAFT gy Hy, JGTEYMVY, 17
7 Q7 g Ay WMVIQGEPG A, LRGPl My B 18
B P aME, JDERCE,  AWIOCEPGA,, By Ko Eoy 18
@ Els POHRLT,, JKBOS,, o DEPLTR,,, 15
10 MUT My COIDGH, By 1 TPGyy 0o WM yyp E Ry 0¥y 17
11 [ ¥, b TO0 PRy DY LLDOGL,, 15
Epitopos conformacienales de Bet v 2 (Betwla verricosa, 100A)
ol Secuenc vSisin
1 TS SWOTYVDEHLM, ; 055, 14
2 s Q2 DELM,; Ay 10555 FPy g By Fypn 14
3 (3 Wy, ASESFPOFKPO,, JHLGGT, i
4 Ps LHITHE L, PR, Ty oML, LHLEG,, 19
5 MTS T H mIKYMVIQL, JROKKG,, 16
R A AMVIDNGE g, HGAVIRGK Py My 14
7 AR MKy wEEEGH,, AQGEAGA Ry K 16
B 0 KM Ly e EIGS (oo e Wi P 13
g Pl A Su wnEEPVTPGE, 10



Epitopos conformacionales de Ara § 8 (Arabidopsis thallars, 3NLUL)

Rn:ﬁ:: Secwencia ré:jufu

L s WVEGNH,, (o DEPMT,, Oy "
T OANTAKIE 0,0, H,, Ty Vo WSAKEPQ,, Gy By Dy -
7o G Vio wSAKFPQLEID,, L FLGGE,, 17
4 PAHES QDHDGS LT K mu“u--ﬁ'ﬁ-._—l'..kﬂ GhE i
. Té3 WOFLAFT o Fo WOER 1 Ko T
& ] PO Ay IDCEC, Koy 1100 Mo 12

Qr? KKy wEFKPGEy 510G QA »
E CGEE Koy Ty KK G 3D 111 TG "
9 EWNSPIS VEGNHLT, oKK e D EPMTGOO,, 18
10 EIZEEIN WOy Wy FRy nDYLIESEL; oNQy 15

Los epitopos conformacionales descritos poseen una amplia distribucién a lo largo de

la superficie de las moléculas de profilinas (Fig. 39)

E108+P109

T63

P44+Q45

180° 180°

Modelo 1G5U Modelo 1CQA Modelo 3BNUL
Hevea brasiliensis Betula pendula Arabidopsis thaliana

Figura 39. Localizacién 3D de los epitopos conformacionales descritos para cada uno de los
tres modelos de profilinas (1G5U, 1CQA y 3NUL). En rojo se presenta el aminoacido central
de cada epitopo y en azul los aminoacidos que componen cada uno de los epitopos.



Una vez determinados los posibles epitopos conformacionales para cada modelo
3D de profilinas, se ha realizado un analisis detallado de la microheterogeneidad
presente en dichos epitopos conformacionales, asi como de su cardcter coincidente
(parcial o totalmente) con epitopos lineales de reconocimiento por células By T

(Tablas 38).

Tabla 38. Andlisis detallado de los epitopos conformacionales en las diferentes especies
analizadas: Olea europaea (A), Phleum pratense (B), Corylus avellana (C), Betula pendula (D) y
Zea mays (E). Cada uno de los epitopos conformacionales coincidentes parcial o totalmente
con epitopos lineales de reconocimiento por células B (ver Tabla 32 y 33), se representa con
el siguiente cddigo de colores: 10A4 rojo, 5F2 verde, 9A7 azul, 9G4 amarilla y 3HS8 rosa. Los
epitopos conformacionales coincidentes total o parcialmente con epitopos lineales de
reconocimiento por células T (ver Tabla 36) se representan por bandas sombreadas sobre el
epitopo conformacional.

Especie Alérgeno N°de Residuo N¢de Idénticoso

analizada comparado Epitopo central Slasremeh residuos conservados VAL
1 S2 ,SWQTYVDDH,, Qs; Y155 120QGL,3, 14 13 1
2 R19 sDDH, ;CDIDGHRLT,, 5,855 10,DEPLT 19 13 6
3 S37+538 Q, Dg ,,RLT,,; V3, 55QSSSFPQ,; Ggs Dy, 15 11 4
4 Q41 30GS V5, 55QSSSFPQFKSD; Heg 4G T 7o 17 13 4
5 S44+D45  |sHDGSVy; ,()POFKSD,5 ;sAAVMKS, T,y Hes Gig 19 14 5
1G5U 6 T63 D AAKS 53GSLAPT;, H, (s GTKYMVy) 17 12 5
7 Q76 578 Gsg Ag sMVIQGEPGAg; g RGKgg P13; Nygg 18 18 0
8 P79 5:1MKs, SDEPGSy; 72 VIQGEPGAG; Ry; Ko E 5o 18 13 6
9 E108 17GHRLT,, s KKGSg, ,,,DEPLTP,;, 15 12 3
10 Mi117 HIO ‘ISCDIDGHIS de l‘llTPGIIS 116NM117 120ER121 124DY175 17 16 1
1 D128 Y6 56KTGQog 120ER 131 124 DYLLDQGL,5, o © .
1 T5 ,SWQTYVDEHLM,, ;,QSS,, 14 11 3
2 40 Q, jDEHLM,, Ay; 5QSSSFPQ 5T, Kgo Eqgo 16 11 5
3 Q43 32GS V3, 3,QSSSFPQFKPQ,; (sHLGGI,; 19 15 4
Olea 4 P46 20HDGSV,, ,,POFKPQ,; Ty 5sMK;, (cHLGG; 19 16 3
europaca 1CQA 5 M75 6sAPTg; Hg nIKYMVIQy; . RGKK Gy, 16 15 1
6 Q78 Ag EMVIQGEg 5;GAVIRGK g Py, Nyjg 16 16 0
7 A8l sMKs, ,EEEGH; ;/IQGEAGAG; Ry, Kog 16 13 3
8 G90 72IKYM5 177 55K Kg9 5,5 Goz 109EE110 V12 P1aa & 12 e
9 P111 A,; S5} 1sEEPVTPGE, 10 8 2
1 G17 15 VEGNH, 1o;DEPMT,; Q4 11 10 1
2 A37+K38 Q, DgH,y Ty, Vi, 3SAKFPQ,, G E;y Dy 14 10 4
3 E41 Gy V3, 3¢SAKFPQLKPQ,; («FLGGE,, 17 11 6
4 P44+Q45 28QDG5; 40P Qy; 43KPQ,; Dyg 5, KK, Fag o FLGGE,, 17 10 7
5 T63 WGFLAPT,, F, (JGEK T3 Kqq 12 10 2
3NUL 6 Q76 S7PG58 A61 751QGEQ79 KSG 1126G113 N116 12 11 1
7 079 51KK52 SSEEPGFSQ 7SIQ G77 79QGA81 14 10 4
8 G88 70EK7] I75 SGKKB7 GSS 1U7DE108 111TG112 10 9 1
RIGLE10 1sVEGNHLT,, )KKGg i;DEPMTGGO11; 18 16 2

>

E128+E13
0

—
o

WS QZS w33 %NQ” 120ER121 124DYLIESEL13I 15 10 5




Especie Alérgeno N°de Residuo Secuencia N°de Idénticoso S abloy
analizada comparado Epitopo central residuos conservados
1 2 ,SWOQTYVDDH, Qg5 Yy25 125QG L1y 14 13 1
2 R19 sDDH g ;;CDIDGHRLT,, 5,555 107DEPLT ;1 19 11 8
3 $37+538 Q, Dy ,,RLT,, Vs, 35QS8SSFPQ,, Gy Do, 15 10 5
4 Q41 30GSV3; 35QSSSFPQFKSD, 5 Hyg 4G T7 17 9 8
1G5U 5 544+ D45 ,sHDGSV,, , ,POFKSD 5 sAAVMK,, T, Hy, Gy 19 12 7
6 Te3 Dy jAA Ky, 5sGSLAPT,, Hy GTKYMVy] 17 10 7
7 Q76 578 Gsg Ag1 sMVIQGEPGAg, 5 RGKg, P15 Nygg Eqp 18 18 0
8 P79 51MKs; 5sDEPGSs, 7, VIOGEPGAg; Rgy Kog Eq 18 17 1
9 E108 17GHRLT,, 3KKGS;; 10,DEPLTP,,, 15 11 4
20 M117  Hyg 13CDIDGH 5 Rgy 11 TP G115 16NM117 120ER 121 124D Y15 17 ik e
Phleum 11 D128 Y6 56 KTGQpg 120ER 1, 1sDYLLDQGL 5 15 14 1
pratense
1 G17 1sVEGNH 4 10,DEPMT,;; Q,14 11 9 2
2 A37+K38 Q, Dg Hyp Ty Vi, 3SAKFPQ,; Gy Ezg Dygy 14 10 4
3 E41 Gy Vi, 3sSAKFPQLKPQ,; (c<FLGGE;, 17 10 7
4 P44+Q4s5 QD Gy 0PQ,; BKPOL D KK, Fy, (FLGGEy 17 8 9
5 T63 GFLAPT 3 Fgq (GEK;; 15 K 12 9 3
3NUL 58 63 X6 69 71175 86
6 Q76 57PGsg Agy 55l QGEQ7 Ky 11,GG113N1s6 12 10 2
7 Q79 KKs, sEEPGF,21QG;, 5OGAG] 14 10 4
8 G8s 70EK71 175 56K Kg7 Ggg 107D E108 111 TG 1o 10 8 2
9 E108+P109 15VEGNHLT,, i KKGgg ,(;DEPMTGGQ,,, 18 14 4
10 EI28+E130 Y; Qs Wiz 58NQis 120ER 17 124DYLIESEL 15 15 7 8
Especie  Alérgeno  N°de Residuo e N°de  Idénticos o Al
analizada comparado Epitopo central residuos conservados
1 S2 2SWOQTYVDDH, § Q35 Y55 120QGL 5 4 14 0
2 R19 ¢DDH, ;CDIDGHRLT,, 5,555 15/DEPLT, 19 15 4
3 537 +538 Q, D 4RLT;, Vi, 55QSSSEPQy; Gy Doy 15 12 3
4 Q1 2GS Vs, 5QSSSFPQFKSD,; Hy 5sGTyo 17 13 4
5  S4+D45  RZHDGSVy jPOFKSD,; ,AAVMKS, Te, He Gog 19 15 4
1G5U 6 T63 D5 1AA Ky, sGSLAPT, He [GTKYMVy, 17 16 1
7 Q76 5PGag Agt ;sMVIQGEPGAG] 5, RGKg5 Py, Nyyg By 18 17 1
8 P79 51MKj, s DEPGS;, VIQGEPGAG; Ry, Kog Ergo 18 17 1
9 E108 GHRLT,, 3KKGS,, 1o,DEPLTP,,, 15 15 0
10 MI17  Hyg 15CDIDGH,g Ry 111 TP G5 116NMin7 10ER 1z 124D Y105 17 17 0
11 D128 Y 56KTCQs910ER 131 124 DYLLDQGL 3 15 13 2
1 5 ,SWQTYVDEHLM,, ;0SS 14 14 0
2 40 Q, ;DEHLM,, A,, 5;OSSSEPQ}; I, Ky Eyq 17 16 1
3 Q3 2GSV, JQSSSFPQFKPQ,, ,HLGGL,, 19 0 0
4 P46 wHDGSVy, ,POFKPQ,, Ty, ., MK,, ;HLGG,, 19 17 2
C‘"gl"s CQA s M75 sAPT g Heg IKYMVIQy; o RGKKGg, 16 15 1
avellana
6 s Ag EMVIQGEg [;GAVIRGK g, Py Nyjg 16 16 0
7 A8l sMKj, 5 EEEGH,; JIQGEAGA; Ry Ko 16 14 2
8 G0 7IKYMy5 177 65K K g9 515Goz 109EE10 Vinz Prag & g 1
9 P111 Ay Sy, 10sEEPVIPGE 10 9 1
1 c17 1sVEGNH, 5 ,,,DEPMT,;, Qy, 11 1 0
2 A37+K38 Q, Dg Hyp Ty, Va; 5SAKFPQy; g Bz Digr 1 n 3
3 E41 G3} V33 %SAKEPQLKPQ,; . FLGGE}] 17 14 3
4 P44+Q45 28QDG3; 19PQy; 13KPQ,5 Dyg 5, KK, Fsy s FLGGE 17 12 5
5 T63 GFLAPT,; Fo (iGEK Iz K 12 10 2
SNUL e Q76 57PGsg Ag1 551QGEQy Ky 11,GGi13 Ny e 10 2
7 Q79 51KKs, 5sEEPGF5, 5510G7; QG Ay, 14 20 -
8 G8g 7I7EK71 I75 SGKKB7 GSB lD7DElDB ll‘lEllZ 10 8 2
9 E108+P109 15 VEGNHLT,; 36KKGgq 15, DEPMTGGQ;, 18 17 1
10 E128+E130 W; Q5 Wiz 5sNQyg 10ER 5, 124 DYLIESEL 5 15 11 4



Especie  Alérgeno N%de Residuo N¢de Idénticos o

analizada comparado Epitopo central EESUERCE residuos conservados veriEltE
1 T5 SWQTYVDEHLM,; 3,QSS;, 14 14 0
2 840 Q, sDEHLM,, A,; 5,QSSSFPQ,; I, Ky E; 9 17 16 1
3 Q43 GSV;, 5, QSSSFPQFKPQ,, (cdHLGGI,;, 19 19 0
4 P46 3HDGSV;, ,,POFKPQ,; Ty 5MKs, s HLGG7, 19 19 0
Betula  1oopA 5w APT s He pIKYMVIQy o RGKKGop 16 16 0
pendula
6 Q78 Ag3 sMVIQGEg, 5;GAVIRGKgg P11y Nygg 16 16 0
7 A81 53MKGs, 57, EEEGHg; 77IQOGEAGAg; Ry Kog 16 15 1
8 G90 72IKYM; 177 6KKgg 915G 109EE 110 Vinz Pria 13 13 0
D 9 P111 Ay So1 1sEEPVTPGE 10 8 2
Especie  Alérgeno N°de Residuo o N°de Idénticos o 5
A . Secuencia o variables
analizada comparado Epitopo central residuos conservados
1 s2 ,SWQTYVDDH,( Qs5 Yi5 120QGLy5, 14 13 1
2 R19 ¢DDH, 1;CDIDGHRLT,; 5,554 15/DEPLT, 19 13 6
3 537 + 538 Q, Dg 1sRLT,; V3; 35QSSSEPQ,{ G, Dygy 15 10 5
4 Q41 20GSV3; 35QSSSFPQFEKSD 5 Hyg 4G T 17 8 9
5  S44+D45 2sHDGSV;; 1PQFKSD;: 45A AVMK;, Tgs Hig Geo 19 11 8
Zea 6 T63 D5 46A A5 Ks, 5sGSLAPT g3 He o GTKYMV 17 12 5
mays 1G5U
7 Q76 57PGis/Ag1 mMVIQGEPGAG; 5,RGKegs P11z Nigg Enzo 18 18 0
8 P79 MK, z-DEPGSY 7, VIOGEPGAG] Rg, Ky Eq1 18 17 1
9 E108 17GHRLT,, igKKGSgj ,o,DEPLTP,, 15 13 2
10 M117 Hlﬂ ISCDIDGHIB RM lllTPGIL’i llﬁNM117 IZIJERIZI 124DY175 17 14 3
11
E D128 Y6 56KTGQg9 120ER 121 12 DYLLDQGL 5 15 14 1

Las Tablas 39 y 40 resumen la informacion detallada en la Tabla 38.

Tabla 39. Epitopos conformacionales compartidos de forma parcial o total con secuencias

lineales de reconocimiento por células B para cada especie estudiada.

Epitopos de reconocimiento por células B conformacionales
Modelos de
profilinas (e Betula Canylus Pleleinn

europraea L. pendila avellans pratense Zea mays

Hevb & 1y2 - 1 1,2,3y10 1,2, 10y 11
Betv2 1 1 - . -

Arats - - 10 = .



Tabla 40. Epitopos conformacionales compartidos parcial o totalmente con secuencias
lineales de reconocimiento por receptores de células T para cada especie estudiada.

Epitopos de reconocimiento por células T
Modelos de conformacionales

profilinas Olea Betula  Corylus  Phiewm Fea
enropaca L. pemdula  avellana prafense  mays

Hev b 8 8 : TyR 57.8y1l 7y8

Betv2 5y7 56y7  6y7 - -

B

Arats 5y7 - y7 56y7 -

Como puede observarse en la Tabla 38 existen tres epitopos conformacionales no
coincidentes ni de forma parcial ni total con epitopos lineales de reconocimiento por
células B 6 T (epitopos conformacionales nimero 1 en el modelo 3NUL de Olea
europaea, Phleum pratense y Corylus avellana). E1 aminoacido central de este epitopo no
coincidente es la glicina 17. Este residuo forma parte de la secuencia ampliamente
conservada que constituye el loop caracteristico de profilinas de plantas (Fig. 40).
Aunque tanto este residuo como los residuos adyacentes estén muy conservados, solo
constituyen un epitopo conformacional en las secuencias y modelos indicados, y no en

el resto de secuencias.

Figura 40. Representaciéon 3D del epitopo
conformacional 1 en el modelo 3D 3NUL. En
rojo y verde se representan los aminoacidos

“'_‘: S ] que forman parte del epitopo conformacional.
1.:__‘)" - i..‘. En verde se representan los aminoacidos que
| ot forman parte del loop caracteristico de
= profilinas de plantas.
Nlodiclo BN1UL
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5. Caracterizacion preliminar de la expresion y la reactividad diferencial de
las profilinas de Olea europaea y otras especies frente a diversos sueros anti-

profilinas y establecer su localizacion celular.

5.1 Expresion de profilinas (Ole e 2) en el polen maduro de distintas variedades de
olivo

El andlisis mediante SDS-PAGE de extractos crudos obtenidos a partir de polen
maduro de los 24 cultivares de olivo estudiados (ver tabla 4 de Materiales y Métodos),
muestra los perfiles proteicos que aparecen en la Fig. 38. En dichos perfiles se aprecian
bandas de distintas intensidades entre los que destacan dos formas de la proteina
alergénica mayoritaria del polen del olivo (Ole e 1), de 18 y 20 kDa respectivamente.
No se distinguen bandas claramente definidas en el intervalo entre 14-18 kDa, tamafio

esperado para las profilinas del olivo.
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Figura 41. SDS PAGE al 12% de los extractos crudos de polen de 24 cultivares de olivo tras

tefir con plata. 1 pugr de proteina total por calle.
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Figura 42. Analisis de la reactividad de los extractos proteicos de 24 variedades de olivo
frente a distintos antisueros policlonales de maiz: anti-PRA (A), anti-ZmPRO3 (B), anti-
ZmPRO5 (C), anti-ZmPRO4 (D), y de olivo: anti-Ole e 2 (E). Se observan al menos 3 bandas
reactivas de 13, 13.7 y 14.2 kDa, correspondientes a las diferentes isoformas de las profilinas
de las diferentes variedades. Cada inmunoblot va acompafiado de la cuantificacion
densitométrica de dichas bandas: en amarillo (13 kDa), en rosa (13.7 kDa) y en azul (14.2
kDa). Los asteriscos rojas muestran un ejemplo de un extracto con reaccién diferencial (muy



alta o muy baja) a distintos sueros, mientras que los de color azul muestran los extractos
proteicos con reactividad diferencial a un suero dado.

Los experimentos de inmunoblot en los que se utilizaron antisueros frente a diferentes
isoformas de profilinas de maiz y profilinas nativas de olivo mostraron grandes
diferencias de reactividad con respecto a un grupo de polipéptidos de pesos
moleculares estimados de 13, 13.7 y 14.2 kDa (Fig. 42). Estas diferencias en reactividad
incluyen diferencias tanto cuantitativas (intensidad de las bandas) como cualitativas
(numero de bandas reactivas).

El anélisis de la varianza de una via para los diferentes antisueros frente a extractos
proteicos de los 24 cultivares de olivo (Fig. 42 A-E) determiné la existencia de
diferencias significativas (F-ratio=14.06, p<0.05). Los valores de reactividad siguen una
distribucion normal (Shapiro-Wilk, p>0.05), mientras que el Test de Levene indica no
homogeneidad entre las varianzas (p<0.05). Las comparaciones multiples de los cinco
antisueros (Test de Games-Howell) determinaron que existen diferencias significativas
(p<0.05) entre las parejas de sueros anti-PRA vs. anti-ZmPRO4, anti-PRA vs. anti-
ZmPRO3, anti-ZmPRO4 vs. anti-ZmPROS y anti-ZmPRO3 vs. anti-ZmPROS.

Algunos ejemplos, en los que se muestran claras diferencias entre cultivares respecto a
la reactividad de cada uno de los cinco antisueros estudiados pueden ser: Leccino vs.
Picual, Lechin de Sevilla vs. Picudo, Lucio vs. Frantoio, Blanqueta vs. Farga, asi como
Picudo vs. Cornicabra en el caso de los inmunoblots correspondientes a los sueros anti-
PRA, anti-ZmPRO3, anti-ZmPRO5, anti-ZmPRO4 y anti-Ole e 2 respectivamente (Fig.
42A-E). Asimismo, es posible observar claras diferencias entre antisueros para un
cultivar concreto, pueden ser: Hojiblanca, Arbequina, Cornicabra, Bella de Espafa y
Empeltre en el caso del inmunoblot correspondiente a anti-ZmPRO3; Lechin de Sevilla,
Verdial de Huévar, Loaime, lucio y Leccino en el caso del inmunoblot correspondiente
a anti-ZmPRO4; Sourani y Villalonga en el caso del inmunoblot correspondiente a anti-

Ole e 2, Fig. 42A-E).



5.2. Expresion de las profilinas Bet v 2 (Betula pendula), Cor a 2 (Corylus avellana),
Phl p 12 (Phleum pratense) y Zm 12 (Zea mays)

El analisis mediante SDS-PAGE de los extractos crudos obtenidos a partir de polen
maduro de Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense y Zea mays, dio como
resultado los perfiles proteicos que se muestran en la Fig. 43, en la que también se
muestra como referencia un perfil proteico de polen de Olea europaea (cultivar Picual).
En este caso, en algunos de los extractos si se distinguen bandas claramente definidas
en el intervalo entre 14-18 kDa, tamafo esperado para las profilinas.

La deteccion de profilinas se realizd6 mediante inmunoblots utilizando los mismos
antisueros anteriormente descritos para Olea europaea (Fig. 44). En este caso es posible
individualizar hasta dos bandas reactivas a los distintos anticuerpos, con pesos
moleculares estimados de 13.7 y 14.2 kDa (Fig. 44).

Como muestra la figura 44, en este caso y al igual que en el olivo, se aprecian claras
diferencias tanto en la reactividad de los diferentes extractos a un suero dado como en

la reactividad de un determinado extracto a los distintos sueros ensayados.
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Figura 43. SDS-PAGE tricina al 12% tefiido con azul Coomassie de los extractos crudos de
polen maduro de diferentes especies (1. Olea europaea cv. Picual, 2. Corylus avellana, 3. Zea
mays, 4. Phleum pratense y 5. Betula pendula).
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Figura 44. Inmunoblots correspondientes
al gel de la figura 43 tratados con sueros
policlonales frente a: profilinas nativas de
maiz (anti-PRA) (A), isoforma 3 de
profilina reproductiva (anti-ZmPRO3) (B),
isoforma 5 de profilina vegetativa (anti-
ZmPRO5) (C) y isoforma 4 de profilina
vegetativa (anti-ZmPRO4) (D) y profilinas
nativas de olivo (E). Se observan al menos
2 bandas de 13.7kDa y 14.2kDa,
correspondientes a las diferentes isoformas
de las profilinas de cada especie. Cada
inmunoblot va acompanado de una grafica
de la cuantificacién de las dos bandas: la
de PM 13.7 kDa en rosa y la de PM entre
142kDa en azul (Fig. 44 A-E). Los
asteriscos rojas muestran un ejemplo de un
extracto con reaccion diferencial (muy alta
o muy baja) a distintos sueros, mientras
que los de color azul muestran los
reactividad

extractos proteicos con

diferencial a un suero dado.

Se llevo a cabo el andlisis estadistico correspondiente a los datos de reactividad de los

diferentes sueros (Fig. 44 A-F).

El andlisis de la varianza de una via para los diferentes antisueros determind que

existen diferencias significativas entre las cinco especies (F-ratio=8.13, p<0.05). Estos

resultados siguen una distribuciéon normal (test de Shapiro-Wilk: p>0.05), si bien no

hay homogeneidad de varianzas (test de Levene: p<0.05). La comparacién multiple de

los cinco antisueros (test de Games-Howell) mostré que existen diferencias

significativas (p<0.05) entre el suero anti-ZmPRO3 vs. anti-PRA, Anti-ZmPRO4 y 5.

Algunos ejemplos, en los que se muestran claras diferencias entre cultivares respecto a

la reactividad de cada uno de los cinco antisueros estudiados pueden ser: Olea europaea



vs. Phleum pratense, Olea europaea vs. Corylus avellana, Zea mays vs. Phleum pratense y
Corylus avellana vs. Zea mays en el caso de los inmunoblots correspondientes a los
sueros anti-PRA), anti-ZmPROS5, anti-ZmPRO4 y anti-Ole e 2.

Algunos ejemplos, en los que se muestran claras diferencias entre antisueros para un
cultivar concreto, pueden ser: Corylus avellana y Phleum pratense en el caso de anti-

ZmPRO3 y Phleum pratense en el caso del inmunoblot correspondiente a anti-Ole e 2.

5.3 Caracterizacion del nimero de isoformas de profilina (Ole e 2) mediante
electroforesis 2D en polen de olivo

Con objeto de incrementar la capacidad de discriminacion sobre los perfiles proteicos,
se recurrio a la utilizacion de electroforesis 2D en uno de los extractos del polen
normalmente utilizado como referencia (Olea europaea L. cv. Picual). El analisis
mediante electroforesis bidimensional permiti6 diferenciar alrededor de 1400 manchas
correspondientes al proteoma de polen maduro de dicha variedad (Fig. 45A). En
dichos geles se muestran una serie de manchas muy relevantes, entre 18-20 kDa, con
un amplio rango de puntos isoeléctricos que corresponden al alérgeno mayoritario del
polen del olivo (Ole e 1). El andlisis mediante inmunoblot de geles equivalentes,
transferidos a membranas e incubados con el antisuero policlonal anti-profilina de
olivo (anti-Ole e 2), muestra 4 manchas perfectamente individualizadas (P1, P2, P3 y
P4) reactivas al anticuerpo (Fig. 45B). Los Pesos Moleculares de estas isoformas estan

comprendidos entre 12.74 y 13.92 y sus pl entre 3.89 y 4.16 (Tabla 41).
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Figura 45. Analisis de la expresion de profilinas en polen de olivo de la variedad Picual,
mediante electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida. A) gel tefiido con plata. Se
aprecian unas 1400 manchas correspondientes al proteoma de polen maduro de olivo de
dicha variedad. (B) Inmunoblot correspondiente al gel (A), marcado con un antisuero anti-
Ole e 2, que detecta cuatro manchas correspondientes a isoformas de profilina. Se cargaron
100 pg de proteina total por gel.

Tabla 41. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos estimados e intensidad relativa de las

manchas correspondientes a las 4 isoformas de profilinas detectadas mediante electroforesis
2D.

Intensidad
relativa (%)

P1 1392  4.16 100

Péptidos Pm pl

P2 13.43 @ 4.39 85
P3 12.93 3.84 53
P4 12.74 @ 3.89 46

5.4. Caracterizacion del estado de glucosilacion de isoformas de profilina (Ole e 2)
mediante electroforesis 2D en polen de olivo

El tratamiento con concanavalina A de inmunoblots correspondientes a geles 2D como
los descritos en el apartado anterior origina una serie de manchas, la mayoria

correspondientes a proteinas de alto peso molecular. También se observa una sefial



tenue entre 18-20 kDa, correspondiente al alérgeno mayoritario, Ole e 1 del polen del
olivo (Fig. 46). Por el contrario no se observa marcado tras la utilizacion de la lectina
en manchas situadas en una posicion equivalente a la de los péptidos P1, P2, P3 6 P4
descritos en el apartado anterior.

pl

20 kDa —

Figura 46. Tratamiento con concanavalina A de un blot correspondiente a una electroforesis
2D correspondiente a la Fig. 45. El circulo marca el lugar aproximado donde podrian situarse
los spot correspondientes a profilinas (Fig. 45).

5.5 Estudio preliminar de la expresion de profilinas de Olea europaea durante la
germinacion del polen

Con el fin de analizar la expresion de las diferentes isoformas de profilinas a lo largo
de la germinacion del grano de polen del olivo en condiciones de cultivo in vitro,
fueron determinados varios tiempos de referencia para el andlisis de las muestras. La
Figura Fig. 47 muestra los perfiles proteicos de extractos de polen de olivo de la
variedad de referencia (Picual), obtenidos tras la prehidratacion del polen previa al
inicio de su cultivo, asi como a diversos tiempos (5 min, 1h, 4h, 7h y 18h) tras el inicio
del cultivo. En dicha figura también se ha incluido como referencia un extracto de

polen maduro, obtenido de forma previa a la prehidratacion.



No es posible identificar en el gel tefiido con plata bandas que puedan corresponder
claramente a profilinas.

Estas bandas si son identificables en los correspondientes inmunoblots, tras incubar
con cuatro antisueros frente a diversas isoformas de profilinas. En este caso se pueden
diferenciar hasta 5 bandas correspondientes a 5 isoformas de profilina (Fig. 48), con
pesos moleculares calculados de 13.0, 13.7, 14.2, 14.9 y 15.7 kDa. Aunque existen
diferencias en la reactividad de los extractos a los diferentes antisueros utilizados, en
general se puede apreciar un patréon de expresion similar: los niveles de las distintas
isoformas de profilinas se mantienen practicamente idénticas en polen maduro e
hidratado. De forma consistente, al final del cultivo (7 a 18 horas) se produce un
notable descenso en los niveles de todas las isoformas. Entre esas dos etapas (5
minutos a 4 horas de cultivo) si pueden apreciarse algunas diferencias en la expresion
de distintas isoformas, que afectan especialmente a aquellas mas abundantes (13.7,

14.2 KDa)
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Figura 47. SDS-PAGE de extractos proteicos de polen de olivo de la variedad Picual en
varios estadios de la germinacién in vitro, y en polen maduro. 1 pgr de proteina total por
calle.
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Figura 48. inmunoblots correspondientes al gel de la figura 41, probados con los antisueros
anti-PRA (A), anti-ZmPRO3 (B), anti-ZmPRO5 (C) y anti-ZmPRO4 (D). Se observan al
menos 5 bandas de 13.0, 13.7, 14.2, 14.9 y 15.7 kDa respectivamente, correspondientes a las
diferentes isoformas de las profilinas en las diferentes etapas de germinacion. Cada
inmunoblot va acompafiado de una grafica de la cuantificacion de las 5 bandas: la de PM
13.0 kDa en azul, 13.7 kDa en rosa, 14.2 KDa amarillo, 14.9 kDa turquesa y 15.7 kDa marrén
(Fig. 48A-E).



5.6 Analisis de la reactividad cruzada entre profilinas vegetativas y
reproductivas

Este estudio se inicié con los ensayos realizados en extractos proteicos de polen de
diferentes especies (Olea europaea, Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense y
Zea mays), con dos antisueros que reconocen isoformas de profilinas vegetativas de
maiz (ZmPRO4 y 5) (Fig. 44C y 44D), en extractos proteicos de 24 variedades de
polen de olivo con los mismos antisueros (Fig. 42 C y 42D), asi como durante la

germinacion del polen de olivo (cv Picual) (Fig. 48C y 48D).
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Figura 49. Anadlisis de reactividad cruzada entre profilinas vegetativas de semilla de olivo
(endospermo y cotiledén) de los cultivares Acebuche y Picual, frente al antisuero anti-Ole e
2. A) gel SDS-PAGE al 12 % de extractos proteicos crudos de semillas de olivo (endospermo,
representado por una estrella; cotiledén) de las variedades Acebuche y Picual. B) el
inmunoblot correspondiente al gel (A) muestra una serie de bandas reactivas entre las que
se encuentran al menos dos (13.7 y 14.2 kDa), correspondientes a profilinas vegetativas.
Dichas bandas han sido cuantificadas y se muestran los valores en una gréfica. C)
Tratamiento con concanavalina A de un blot correspondiente a (A), donde se muestran una
serie de bandas reactivas, entre las cuales no aparecen la correspondiente a Ole e 2 (D).



Con objeto de determinar la posible expresion diferencial de isoformas de profilinas en
tejidos somaticos y reproductores, se realiz6 un ensayo paralelo utilizando extractos
proteicos obtenidos a partir de cotiledén y de endospermo de semillas de olivo de la
variedad de referencia (Picual) y de olivo silvestre (acebuche). Los geles
correspondientes (Fig. 49A) muestran perfiles proteicos completamente diferentes a
los observados en polen maduro (i.e. Figura 41). En este caso, las bandas mayoritarias
corresponden a distintas formas de proteinas de almacenamiento de semillas, con
tamafios que oscilan entre 20 y 47 kDa (Alché et al. 2007). Cuando se analizan
inmunoblots incubados con un anticuerpo anti Ole e 2 de polen de olivo, se distinguen
al menos dos bandas reactivas correspondientes a pesos moleculares de 13.7 y 14.2
kDa (Fig. 49B). Ademas, se observan otras bandas con pesos moleculares en torno a
45kDa y 22 kDa. Existen claras diferencias cuantitativas en las bandas tanto en el tipo
de tejido (endospermo o cotiledén), como en la variedad analizada. Concretamente, las
profilinas de endospermo de la variedad Picual exhiben una reactividad mas elevada
que las profilinas de cotiledon de la misma variedad. El tratamiento con concanavalina
A dio lugar a una serie de bandas, aunque ninguna correspondiente a profilinas

vegetativas (Fig. 49C).

5.7 Localizacion celular de profilinas

Una vez realizada la prediccion tedrica de la localizacion de las diferentes profilinas
secuenciadas (capitulo 3.3.7.), se llevd a cabo una localizacion experimental con objeto
de determinar si existe una distribucion diferencial de las isoformas descritas en el
presente trabajo. Para ello se realizaron inmunocitoquimicas al microscopio electrénico
de transmision (MET), utilizando secciones de granos de polen germinado de olivo
(cv. Picual), que fueron incubadas con cuatro de los anticuerpos utilizados en los
ensayos previos de este estudio (anti-ZmPRO3, anti-ZmPRO4, anti-ZmPRO5 y anti-
PRA) (Figs 50, 51, 52, 53 y 54). En todas las inmunolocalizaciones efectuadas, se

determind que el citoplasma de la célula vegetativa/generativa es el lugar preferencial



donde se observan las particulas de oro, seguido de ambos nucleos (Figs. 52A y 53A).
También se localiz6 abundante marcado en las aperturas (Figs. 50C, 52C), en la pared
del polen, tubo polinico y en el apice del tubo polinico (Figs. 54A y 54B) y en el
material asociado a las cubiertas del grano de polen (Figs. 50B y 52B). No se observo
marcado significativo en el resto de los compartimentos celulares ni en las organelas.
No se observd marcado significativo en las secciones en las que se omitid la incubacion
con antisuero (controles negativos, de los cuales solo se muestra uno de ellos en la Fig.
54C).

La intensidad general del marcado detectado sobre las secciones fue variable,

dependiendo del antisuero utilizado.



Figura 50. Inmunolocalizaciéon a MET de profilinas de polen de olivo en secciones de polen
maduro de la variedad Picual durante la germinacion, tras incubar con el antisuero anti-
PRA. A) vista general del citoplasma de la célula vegetativa, B) de las cubiertas del grano de
polen y C) de una region apertural. La localizacion de las particulas de oro se destaca con
circulos o flechas. Ap: apertura; CV: citoplasma de la célula vegetativa; Ex: exina; In: intina;
M: mitocondria; N: nucleo; P: plastidio; RE: reticulo endoplasmico; V: vesicula; asteriscos:
material adherido a las cubiertas. Las barras representan 1pum.



Figura 51. Inmunolocalizacion a MET de profilinas de polen de olivo en secciones de polen
maduro de la variedad Picual durante la germinacion, tras incubar con el antisuero anti-
ZmPRO3. A) Vista general del citoplasma de la célula vegetativa, B) de las cubiertas del
grano de polen y C) de una region apertural. La localizacion de las particulas de oro se
destaca con circulos o flechas. Ap: apertura; CV: citoplasma de la célula vegetativa; Ex:
exina; In: intina; M: mitocondria; N: nucleo; P: plastidio; RE: reticulo endopldsmico; V:
vesicula; asteriscos: material adherido a las cubiertas. Las barras representan 1pum.
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Figura 52. Inmunolocalizacién a MET de profilinas de polen de olivo en secciones de polen
maduro de la variedad Picual durante la germinacidn, tras incubar con el antisuero anti-
ZmPOR4. A) Vista general del citoplasma de la célula vegetativa, B) de las cubiertas del
grano de polen y C) de una regién apertural. La localizacién de las particulas de oro se
destaca con circulos o flechas. Ap: apertura; CV: citoplasma de la célula vegetativa; Ex:
exina; In: intina; M: mitocondria; N: nucleo; P: plastidio; RE: reticulo endoplasmico; V:
vesicula; asteriscos: material adherido a las cubiertas. Las barras representan 1um.



Figura 53. Inmunolocalizacién a MET de profilinas de polen de olivo en secciones de polen
maduro de la variedad Picual durante la germinacion, tras incubar con el antisuero anti-
ZmPRO5. A) Vista general del citoplasma de la célula vegetativa, B) de las cubiertas del
grano de polen y C) de una region apertural. La localizacion de las particulas de oro se
destaca con circulos o flechas. Ap: apertura; CV: citoplasma de la célula vegetativa; Ex:
exina; In: intina; M: mitocondria; N: nucleo; P: plastidio; RE: reticulo endoplasmico; V:
vesicula; asteriscos: material adherido a las cubiertas. Las barras representan 1um.
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Figura 54. Inmunolocalizacién a MET de profilinas de polen de olivo en secciones de polen
maduro de la variedad Picual durante la germinacién, tras incubar con el antisuero anti-
PRA. A) Vista general del apice y B) de una seccién longitudinal de un tubo polinico, C)
control negativo. La localizaciéon de las particulas de oro se destaca con circulos o flechas.
Ap: apertura; At: apice del tubo polinico; CV: citoplasma célula vegetativa; Ex: exina; In:
intina; M: mitocondria; N: nucleo; P: plastidio; RE: reticulo endoplasmico; Tp: tubo polinico;
V: vesicula; asteriscos: material adherido a las cubiertas. Las barras representan 1um.




Con objeto de determinar adecuadamente las diferencias de marcado existentes, se
procedid a un recuento de las particulas de oro presentes sobre cada uno de los
compartimentos mencionados. Los resultados de dicha cuantificacion se muestran en
la Tabla 42.

El inmunomarcado mas abundante se observo en las secciones incubadas con el
antisuero anti-ZmPRO3 (Fig. 51), seguido de anti-ZmPRO4 (Fig. 52). Los antisueros
anti-PRA y anti-ZmPRO3 mostraron una inmunolocalizacion preferencial en las
cubiertas del grano de polen (Fig. 50B y 51B), mientras que anti-PRA y anti-ZmPRO4
mostraron una inmunolocalizacién preferencial en las aperturas del polen (Fig. 50C y

52C), mas intensa que el del resto de los antisueros (Tabla 42).

Tabla 42. Recuento de granos de oro sobre cada uno de los componentes mayoritarios, para cada uno
de los antisueros utilizados. Medidas realizadas como granos de oro/p?2.

Distribucion de profilinas
Cubiertas del Control

Antisueros Citoplasma e Gl el Apertura e Media
Anti-PRA  6.06+3.94  7.8314.67 8.22+2.22 2.0+0.42 27.13+8.89
. Anti-
ZmPRO3 34.7019.66  8.83+4.54  4.86+2.04 5.0+0.87 48.56+23.76
Anti-
ZmPRO4 5.91+3.02  4.34+1.32  10.83+3.06 2.0+0.38 32.75+9.63
Anti-
ZmPRO5 13.00+3.35 5.14+1.95 @ 2.20+0.45 3.0+0.44 18.7+17.36
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5.8 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

Las funciones llevadas a cabo por las profilinas asi como su regulacion, pasan por la
interaccion con una serie de ligandos naturales (actina, PIP, PLP y otras proteinas). La
caracterizacion experimental de estas interacciones requiere en la mayor parte de los
casos disponer de cantidades relativamente ilimitadas de los agentes implicados en
dicha interaccion. En el caso de las profilinas, una de las alternativas mas utilizadas es
su expresion recombinante. Como paso previo a la expresiéon de las formas de
profilinas descritas en el presente trabajo, se ha puesto a punto un sistema de
expresion in vitro y purificacion de profilinas y de alguno de sus ligandos, utilizando
algunas isoformas bien caracterizadas: isoformas 2 y 4 de profilinas de Arabidopsis
thaliana (AtPROF 2 y 4) (nimeros de acceso Genbank™/EMBL Q42418 y Q38905
respectivamente), la isoforma I de profilina humana (hPROFI) (nimero de acceso
P07737), asi como una proteina ABP como es la vilina humana (hVLN) (ntmero de
acceso P09327). El objetivo fundamental de estos estudios es obtener estas profilinas
recombinantes en un grado de concentraciéon y pureza adecuados para llevar a cabo
los experimentos de interaccion entre profilinas y proteinas ligando. Tras utilizar las
estrategias descritas en el apartado de material y métodos para la generacion de las
construcciones correspondientes, y la purificaciéon de las proteinas recombinantes de
los extractos, se analizaron las distintas fracciones de la elucion final mediante SDS-
PAGE. La figura 54 muestra las diferentes bandas obtenidas tras la digestion de las
construcciones génicas correspondientes a los diferentes vectores de expresion. La
figura 55 muestra los perfiles proteicos de las distintas fracciones analizadas. En el
caso de las profilinas AtPROF 2, AtPROF 4 y hPROF], se pueden observar bandas
unicas en las fracciones analizadas con peso molecular bajo (14-15 kDa), compatibles
con los tamafios esperados para estas profilinas (13.998, 14.550 y 15.054 Da,
respectivamente). En el caso de la vilina humana hVLN, las fracciones muestran una
Unica banda de PM cercano a 120 kDa, compatible con el PM esperado para esta

proteina (121.695 Da).
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Figura 55. Tricina-SDS PAGE 12% tefiido con Coomassie, de las diferentes etapas de
purificacion de: A) y B) isoformas 2 y 4 de profilina de Arabidopsis thaliana, respectivamente.
C) isoforma I de profilina humana. En estas figuras, las calles analizadas incluyen: calle 1.
Extracto bacteriano clarificado, calle 2. El mismo extracto tras su elucion a través de la
correspondiente columna (PLP-sefarosa en el caso de profilinas y resina conjugada con
glutation en el caso de la vilina humana) calle 3. Lavado de la columna con tampén I en el
caso de las diferentes profilinas. Calles 4-6. Fracciones de profilinas/vilina eluidas con urea
7M/glutation respectivamente.
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5. 1 Las profilinas del polen constituyen productos génicos de gran importancia

bioldgica, aunque su estudio en detalle constituye un area emergente

A pesar de la gran importancia bioldgica de esta familia de proteinas y de su elevada

conservacion molecular y estructural, la informacion disponible actualmente sobre las

profilinas dista mucho de ser exhaustiva, especialmente en el caso de las profilinas del

polen.

Una busqueda con el término “profilin” a través de todas las bases de datos del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery?term=profilin), realizada en fecha posterior

a la inclusidon de las secuencias descritas en el presente trabajo conduce a los datos

numéricos mostrados en la Fig. 56:
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Fig. 56 Resultados numéricos resultantes de una busqueda con el término “profilin” a lo
largo de las bases de datos incluidas en el NCBI (marzo 2008).



Es destacable que en las dos base de datos mds representativas: “CoreNucleotide” y

“Protein”, el nimero de entradas corresponda a 1107 y 10.363. La mayor parte de estas

secuencias han sido obtenidas en un nimero relativamente bajo de especies, entre las

que destaca el hombre y otros mamiferos, como muestra la distribucién de secuencias

por especies que se indica en la Tabla 43.

Tabla 43: Distribucién de secuencias incluidas en las bases de datos CoreNucleotide y

Protein del NCBI por especies (Marzo 2008).

CoreNucleotide: Core subset

nucleotide sequence records
Homo sapiens (112)

Olea europaea (107)

Mus musculus (70)

Arabidopsis thaliana (40)

Malus x domestica (38)

Rattus norvegicus (33)
Trichomonas vaginalis G3 (31)
Toxoplasma gondii (27)

Bos taurus (21)

Zea mays (21)

Danio rerio (20)

Dictyostelium discoideum (20)
Caenorhabditis elegans (19)
Macaca mulatta (16)
Dictyostelium discoideum AX4 (16)
Oryza sativa (15)

Oryza sativa Japonica Group (14)
Drosophila melanogaster (13)
Corylus avellana (12)

Phleum pratense (12)

All other taxa (463)

of

Protein: sequence database

Homo sapiens (564)

Mus musculus (338)

Oryctolagus cuniculus (221)
Arabidopsis thaliana (220)

Oryza sativa (210)

Dictyostelium discoideum (161)
Rattus norvegicus (151)

Oryza sativa Japonica Group (147)
Trypanosoma cruzi (123)
Drosophila melanogaster (120)

Bos taurus (114)

Trichomonas vaginalis (114)

Olea europaea (113)

Paramecium tetraurelia (109)
Trichomonas vaginalis G3 (108)
Dictyostelium discoideum AX4 (104)
Danio rerio (102)

Saccharomyces cerevisiae (102)
Strongylocentrotus purpuratus (90)
Vaccinia virus (86)

All other taxa (7540)

Una busqueda similar bajo el criterio “profilin and pollen” reduce auin mucho mas el

espectro de secuencias presentes, en este caso a 214 y 323 secuencias respectivamente

para las bases CoreNucleotide y Protein. Teniendo en cuenta que en el presente estudio



se incluye informacion sobre 94 nuevas secuencias de profilinas de polen en Olea
europaea, 10 en Corylus avellana, 8 en Phleum pratense, 7 en Zea mays, y 1 en Betula
verrucosa, ya incluidas en las cifras mencionadas, se puede considerar que la
informacion disponible hasta la fecha sobre profilinas en polen es bastante limitada.
Las secuencias ya presentes en las bases de datos, junto con su relativa conservacion,
han facilitado el disefio de oligonucledtidos, capaces de amplificar la secuencia de este
producto génico y por tanto abordar el presente estudio. Las secuencias obtenidas en
este caso abarcan el marco de lectura abierto completo de las profilinas en todas las
fuentes utilizadas, asi como diversas secuencias gendmicas.

Ademas de contribuir a una mayor y mas completa informacion acerca de las profilinas
reproductivas, este estudio confirma la enorme utilidad de técnicas rutinarias como
(RT)PCR, clonacion y secuenciacion como herramientas para la caracterizacion y
estudio del polimorfismo en estas proteinas. En este caso, la elevada conservacion de
las regiones elegidas para la elaboracion de los cebadores ha permitido el uso de
cebadores con secuencias bastante bien determinadas en lugar de cebadores

ampliamente degenerados, para la realizacion de las amplificaciones.

5.2. El polimorfismo es probablemente una caracteristica muy extendida en las
familias de profilinas.

El polimorfismo en profilinas del olivo (Ole e 2) comenz6 a ser estudiado hace una
década en tan solo tres secuencias (Asturias et al. 1997). Estos autores encontraron
microheterogeneidades en al menos 4 residuos de la secuencia primaria, con
importantes implicaciones en la estructura 3D (Martinez et al. 2002). En el presente
trabajo se describen al menos 38 posiciones consideradas variables dentro de la
secuencia aminoacidica de las profilinas (un 25.37% de su secuencia), aunque por otro
lado el nivel de variabilidad de estas posiciones es relativamente bajo (3.74 + 0.90). Los
intervalos de identidad entre las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas para las

profilinas analizadas oscilan entre 71.8% a 100% y 75.3% a 100%, respectivamente. Si lo



comparamos con otros productos génicos presentes en el polen del olivo, como es Ole e
1 (alérgeno mayoritario) 6 Ole e 5 (Cu,Zn superdxido dismutasa), las profilinas estan
mucho menos conservadas, ya que Ole e 1 muestra intervalos de identidad de 86-100%
(nd) y 85-100% (aa) (Hamman-Khalifa et al., 2008), mientras que en un reciente estudio,
Zafra (2007) determina niveles de conservacion para Ole e 5 en torno a 98.3-100% (nd)
y 93.4-100% (aa).

Las microheterogeneidades observadas en todas estas secuencias analizadas no pueden
en ningun caso ser consideradas artefactos generados in vitro como resultado de los
errores de incorporacion de la Taq polimerasa utilizada, ya que supondrian una tasa de
error mucho mas alta que la descrita para este enzima (del orden de 1/10-° nucleétidos
por ciclo 6 1 error por cada 10000 pares de bases por ciclo. Puesto que los fragmentos
amplificados en este trabajo poseen una secuencia relativamente corta (405 pb de
media), podemos estar practicamente seguros de la ausencia de errores de copia en las
secuencias obtenidas. Otra prueba de la elevada fidelidad de la reaccion puede
apreciarse de forma indirecta cuando se analizan los alineamientos multiples, ya que
en éstos se mantienen extremadamente conservados diversos residuos caracteristicos
de la secuencias de profilinas.

De esta forma, los cambios practicamente no afectan a los aminoacidos implicados en
el mantenimiento de la estructura 3D, ni a los motivos de interaccién con actina y PLP.
Por el contrario, la variabilidad si que afecta al motivo de interaccion con PIP, a
aminodcidos susceptibles de fosforilacion y a otros residuos sobre los que actuarian
diversas quinasas. Ademas, el polimorfismo seria el principal mecanismo para generar
una variedad de isoformas con diferentes motivos postraduccionales (miristilaciones,
amidaciones, y los ya mencionados de fosforilacion, entre otros). Estas modificaciones
y la posible implicacién del polimorfismo sobre la funcién biolégica y la capacidad
alergénica de estas proteinas son topicos que se discuten en detalle mdas adelante.

En cuanto al resto de las especies estudiadas en esta tesis, el nimero de posiciones

polimorficas es mucho menor que en el olivo, debido en parte a que no se han



analizado variedades diferentes, y ademas porque el nimero de secuencias obtenidas o
existentes en las bases de datos ha sido también mucho menor. Los resultados
obtenidos sugieren sin embargo, que el polimorfismo también afecta a estas especies
siguiendo basicamente el mismo patron descrito para el olivo; es decir: elevada
conservacion en ciertos residuos clave, y amplio polimorfismo en el resto de residuos.
La variabilidad de los residuos permite por otra parte distinguir unas especies de otras,
ya que las comparaciones entre especies son en general estadisticamente significativas.
La practicamente total identidad entre las secuencias obtenidas de cDNA de polen y
gDNA de olivo, parece indicar que el procesamiento de los mRNAs correspondientes a
profilinas no incluye la eliminacion de intrones, tratdndose de un gen “intronless” al
menos en el olivo. No todas las profilinas tienen esa caracteristica. Como ejemplo, la
profilina II de ratén puede ser procesada de forma alternativa, generando profilinas
con distintas propiedades bioquimicas (Lambrechts et al., 2000). En plantas, diversas
profilinas de Arabidopsis también poseen intrones distintivos a nivel funcional, que son
capaces de dirigir la expresion de estos genes (Jeong et al. 2006). En manzana, existen
diversas formas de la profilina Mal d 4, todas ellas con tres exones de longitud
conservada (Gao et al. 2005). En el caso del olivo, el presente estudio relativo a
secuencias genomicas deberia ser extendido a un mayor nimero de secuencias y de
variedades, asi como ser contrastado con técnicas como Southern blot, con objeto de
determinar la extension de la familia génica de las profilinas en el olivo. El estudio
deberia ser igualmente ampliado al resto de las especies incluidas en este trabajo.

Algunas de las secuencias de profilinas analizadas muestran deleciones significativas
de entre 1 y 9 nucledtidos. Aunque no son frecuentes en la literatura, existen
descripciones de deleciones similares en tamano, aunque localizadas en posiciones
diferentes en las profilina humana de tipo 3 y en un homdlogo de profilina virasica
(Butler-Colegje et al. 2007). Es dudoso que las deleciones observadas afecten la

funcionalidad de la proteina, dado que no alteran la pauta de lectura ni a ninguno de



los aminodcidos clave para dichas funciones. En cualquier caso, dichas deleciones si

que afectan a las propiedades fisico-quimicas de las proteinas resultantes.

5.3 El polimorfismo observado en la secuencia nucleotidica de las profilinas permite
predecir la existencia de una plétora de formas y variantes de profilinas en plantas,
que comparten estructuras 3D muy similares.

Una de las principales caracteristicas observadas en las profilinas es la presencia de
multiples isoformas o variantes de estas proteinas, que han sido relacionadas con la
existencia de variadas funciones (Baatout 1996). Las isoformas se consideran productos
de genes discretos y difieren en sus propiedades bioquimicas y/o su patrén de
expresion. La generacion de isoformas o variantes de profilinas es una caracteristica
mas frecuente en plantas que en animales, debido a la existencia de familias
multigénicas que las codifican (Huang et al. 1996; Kovar et al. 2000). Ademas de la
presencia de familias multigénicas, se han descrito otros mecanismos generadores de
variabilidad en profilinas: a) splicing alternativo del ARNm, b) modificaciones
postraduccionales y c) SNPs (single nucleotide polymorphisms) (Williams &
Hochstrasser 1997; Collins et al. 1998), como se detalla en el capitulo de introduccion.
Los resultados que se muestran en este trabajo en referencia a las secuencias de
profilinas amplificadas, ya indican que es muy probable la existencia de extensas
familias multigénicas. También documentan que son extremadamente frecuentes las
microheterogeneidades en las secuencias nucleotidicas en las diferentes especies,
especialmente en el olivo. Por tanto, ambos mecanismos pueden ser considerados
como mayoritarios en cuanto a la generacién de isoformas de profilinas en las especies
estudiadas. Con respecto a los otros mecanismos de generacion de isoformas, tenemos
que considerar lo siguiente: no se ha encontrado evidencia alguna de la existencia de
“splicing” alternativo, a pesar de que el andlisis de secuencias gendomicas ha sido muy

limitado. Sin embargo, las pruebas obtenidas apuntan a que las profilinas constituyen



genes “intronless” al menos en el olivo, por lo que este mecanismo no debe ser
especialmente significativo en la generacion de isoformas en esta especie.

Respecto a la ocurrencia de modificaciones postraduccionales, el analisis realizado
muestra que si podria constituir un mecanismo capaz de generar un amplio panel de
formas de las profilinas.

Los resultados de las correspondientes predicciones indican que podria existir una
variabilidad relativamente grande como consecuencia de la presencia de sitios de
miristilacion (de 1 a 5 dependiendo de la especie, y en el caso del olivo del cultivar
analizado), y/o de amidacién, aunque de menor importancia en este tltimo caso (Tabla
26).

A la vista de las predicciones realizadas, podemos considerar que la forma de
modificacion postraduccional mas relevante en cuanto a la generacion de isoformas de
profilinas podria ser la fosforilacién en residuos de Ser/Thr (Vemuri et al. 2001; Luan
2003) y Tyr (Guillen et al. 1999; Aparicio-Fabre et al. 2006). Como muestran las Tablas
22-25, son muy numerosos los lugares potencialmente susceptibles de fosforilacion, asi
como las quinasas que podrian potencialmente producir dicha modificacién.

Todas las modificaciones postraduccionales pueden generar de forma potencial
diferencias en las propiedades fisico-quimicas de las proteinas resultantes, que
incluirian su peso molecular y punto isoeléctrico. Por tanto, las variantes representadas
en la Fig. 23 podrian ser mucho mas numerosas si se tuvieran en cuenta estos
parametros.

Las diferencias entre las distintas isoformas y variantes de profilinas del polen no
tienen por qué ser absolutamente drasticas. De hecho, si se considera un aspecto
fundamental como es la estructura molecular, el polimorfismo sdlo afecta a aspectos
relativamente sutiles de dicha estructura.

Las predicciones de estructura secundaria realizadas sobre la base de las secuencias
obtenidas indican que la distribucion y el ntimero de elementos de estructura

secundaria estan bien conservados en las cinco especies analizadas, a pesar del rango



de variabilidad de la secuencia primaria. Cabe destacar una tunica excepcion,
correspondiente a una de las laminas 3 (51) que es sustituida de forma parcial o total
por una oa-hélice, de forma coincidente a la existencia de una deleciéon en un
aminoacido (Betula verrucosa) o en 3 de ellos (Corylus avellana, Phleum pratense y Zea
mays) (Fig. 24). Cambios minimos como los descritos en la estructura secundaria no
deben suponer una variacién excesiva en la geometria de la estructura 3D de la
profilina (Wu et al. 1995; Noble et al. 1993; Eck et al. 1994; Lim et al. 1994). Es mas, se
ha descrito que la diversidad de la secuencia entre isoformas dentro de la misma
especie puede dar lugar a diferencias locales (quimicas y topoldgicas), que en general
no afectan al plegamiento de la proteina (Nodelmann et al. 1999).

Es por ello por lo que el modelado de la estructura 3D de cualquiera de las secuencias
obtenidas en el presente trabajo responde principalmente a uno de los tres modelos
basicos de profilinas de plantas existentes (1ICQA, 3NUL y 1G5U). Dichos modelos son
bastante similares en términos generales, como muestra la superimposicion de los Ca.,
que produce imdagenes practicamente idénticas y solapantes, aunque con cierta
variacion en la R.M.S. (Fig. 21). Las tinicas excepciones a estos modelos generales lo
constituyen las secuencias mencionadas anteriormente en este mismo apartado y que
se caracterizan por poseer deleciones de 1 y 3 aminodcidos. En este caso, los
aminodcidos delecionados causan que el loop presente entre la a-hélice H1 (N-terminal)
y la ldmina B S1 sea de menor tamafo que en las correspondientes secuencias en las
que no existen deleciones. Se trata de una minima modificacion en la estructura 3D,
que como se indica mds adelante, parece poseer minimas o nulas implicaciones en la
funcion biologica, aunque podria tener alguna mayor implicacion en las propiedades
alergénicas de la proteina.

Se conoce muy poco acerca de la implicacion de las cisteinas en el mantenimiento de la
estructura 3D de las profilinas. No parece que las cisteinas sean residuos relevantes
para el plegamiento de la proteina y el mantenimiento de la estructura 3D.

Alternativamente, diversos autores indican que factores como la presencia de puentes



de hidrdégeno, interacciones entre aminodcidos, son mucho mads importantes en este
aspecto.

En las profilinas humanas se ha descrito la presencia de 3 residuos de cisteina (C12,
C15, y C16) en la isoforma II, que se localizan en el loop estructuralmente conservado
entre la o-hélice H1 y la lamina B S1. De ellas, sdlo la C16 esta conservada en la
isoforma I humana. Se ha propuesto que en el mencionado loop se localizaria una red
de puentes de hidrégeno que podria tener gran implicacién en el mantenimiento de la
estructura 3D. Sin embargo la cisteina presente en dicho loop no formaria puentes
disulfuro, aunque si contribuiria a la formacién de puentes de hidrégeno. (Nodelman
et al. 1999).

Las secuencias obtenidas en este trabajo muestran dos cisteinas altamente conservadas
en las cinco especies analizadas (C13 y C108). Ademas, en el olivo han sido localizadas
secuencias con una cisteina adicional en la posiciéon C106, asi como un clon con una
Unica cisteina (C118).

Al menos en teoria, existiria por tanto un amplio abanico de posibilidades de creacién
de puentes disulfuro entre cisteinas intra e intercatenarias. Las predicciones realizadas
indican que el unico enlace intracatenario tolerado, segun la resolucion del modelo,
seria el establecido entre las posiciones C13 y C118 en profilinas con 2 y 3 cisteinas en
el caso de Olea europaea, asi como entre C13 y 115/117 en Corylus avellana, Phleum
pratense 'y Zea mays. Aunque termodindmicamente y estéricamente es bastante
problable que dichos enlaces tengan lugar en la realizad, no existen hasta la fecha datos
experimentales que confirmen su existencia.

Con respecto a las posibles cistinas intercatenarias, las predicciones realizadas indican
que seria tanto estéricamente como termodindmicamente posible la existencia de
formas diméricas de profilinas, que se mantendrian unidas a través de puentes
disulfuro de tipo C13-C13, C117-C117, C118-C118 y/o C117-C118. No es descartable la
formacion de estructuras multiméricas, aunque la posible implicacion de cistinas en su

establecimiento no ha sido analizada. Ademas de en profilinas humanas (Babich et al.,



1996), se han descrito formas multiméricas de profilinas en Betula verrucosa y Artemisia
vulgaris (Heiss et al., 1996). En la generacidon de estas formas, es bastante probable la
implicacion de otros tipos de interacciones (i.e puentes de hidrogeno), dado que estas
formas suelen ser resistentes a su segregacion mediante tratamientos con agentes
reductores (Babich et al. 2005).

Finalmente, la formacién de dimeros no es incompatible con la funcionalidad de la
proteina. Se ha comprobado que las profilinas humanas I y II, son funcionales en sus
formas diméricas, induciendo la polimerizacion de actina (Lambrechts et al. 1996). Los
tetrameros de profilinas nativas humanas también estan implicados en la morfologia y
sefializacion celular. La existencia de polimeros de profilinas depende de las
condiciones reductoras de los compartimentos de la célula donde éstas se localizan

(Buss et al. 1992).

54 Las comparaciones de secuencias delimitan claramente el origen
filogenético de las profilinas a nivel de especie y familia. Sin embargo el
polimorfismo existente dificulta la distincion de relaciones varietales.

La metodologia utilizada en el presente trabajo para establecer las relaciones
filogenéticas ha sido la denominada Neighbor-joining (Saitou & Nei 1987), usada
normalmente para generar arboles filogenéticos basados en secuencias de ADN o
proteinas. Este método esta basado en el criterio de minima evolucion, considerado
adecuado para proteinas muy conservadas y con una divergencia temprana en la
evolucion como son las profilinas. La principal virtud de este método comparado con

otros (i.e. los denominados maximum parsimony, maximum likelihood, etc.) es su

efectividad, ya que permite realizar analisis de grandes cantidades de secuencias, lo
cual seria inviable para los otros métodos indicados.
Las comparaciones generadas a partir de las secuencias analizadas en su totalidad son

capaces de diferenciar claramente unidades taxondmicas iguales o superiores a la



especie. De esta forma, son distinguibles los clados a los que pertenecen cada una de
las cinco especies analizadas y cada una de las tres familias analizadas.

En aquellas especies en las que no se han distinguido variedades (todas salvo el olivo),
el resto de propiedades fisico-quimicas (PM y pl) se mantienen casi constantes dentro
de cada cluster, asi como los motivos postraduccionales, existiendo alguna pequena
variacion en los motivos de fosforilacion o miristilacion principalmente. Igual ocurre
con la estructura 3D de las profilinas: cada tipo de estructura segrega en un clado
diferente.

En la tnica especie del estudio en la que ha hecho distincion del origen varietal de las
secuencias (el olivo), el andlisis conjunto de todas las secuencias no ha permitido
distinguir relaciones intervarietales. En comparacién, otro producto génico
ampliamente polimoérfico y relativamente bien caracterizado, como es el alérgeno
mayoritario del polen del olivo Ole e 1, si que muestra relaciones intra e intervarietales
considerablemente claras (Hamman-Khalifa 2008). En el caso de las profilinas, ha sido
preciso clasificar de forma previa las secuencias de olivo en agrupaciones con
caracteristicas fisico-quimicas similares para poder entrever la existencia de similitudes
intravarietales y algunas relaciones intervarietales. Las agrupaciones definidas podrian
de alguna forma corresponder a las isoformas mayoritariamente presentes en los
extractos de las diferentes variedades como se muestra en los inmunoblots incubados
con sueros anti-profilinas mostrados en este trabajo. Este extremo precisaria de una
comprobacion analitica mas precisa, que incluiria por ejemplo el uso de técnicas de
electroforesis bidimensional y posterior la secuenciacion de los spots correspondientes
a profilinas discriminados mediante el uso de electroforesis bidimensional. De hecho,
podria considerarse que la representacion realizada en la Fig. 23, podria corresponder a
un gel 2-D virtual.

El presente trabajo se ha limitado al andlisis de un media de 3 clones de profilina por
variedad de olivo. Es por ello posible que algunas de las isoformas presentes en el

polen de cada variedad no hayan sido captadas en el presente estudio, especialmente



aquellas con menor abundancia relativa de sus mRNAs. De esta forma, la informacion
disponible puede no ser suficiente para generar una separacion cladistica fiable, para la

que seria necesaria la obtencién de secuencias adicionales.

54. El polimorfismo de las profilinas refleja probablemente su
multifuncionalidad

La diversidad de isoformas de profilinas se manifiesta a su vez en diferentes afinidades
por ATP, actina y PLP (Staiger et al. 1993; Gibbon et al., 1997, 1998). Es la interacciéon
con éstos y otros ligandos lo que constituye la base de la funcionalidad de estas
proteinas (Jockusch et al., 2007). Por tanto, la coexpresion de numerosas isoformas de
profilinas parece constituir un mecanismo capaz de ampliar las diferentes respuestas
del citoesqueleto o las multiples sefiales en respuesta al estrés (Meagher et al. 1999a)
entre otras funciones.

A continuacién se detallan algunas de las implicaciones del polimorfismo de las
secuencias analizadas sobre los tres tipos de interacciones mas relevantes de estas

moléculas:

El andlisis de los aminodcidos implicados en la interaccion de las profilinas con la

molécula de actina ha revelado que existe una identidad de practicamente un 100% en

las cinco especies analizadas (Tabla 22). Este nivel de conservacion cercano al 100%
también tiene lugar de forma frecuente entre organismos relacionados
filogenéticamente. Cuando se comparan organismos filogenéticamente mas alejados,
los residuos potencialmente implicados en la interaccion disminuyen sustancialmente
su nivel de conservacion, con excepcion de K88 y G121 que se mantienen en una gran
variedad de especies (Thorn et al. 1997).

Dada la frecuente coevolucion de los genes de la actina y de las proteinas ABP, seria
por tanto también esperable una elevada conservacion de las moléculas de actina
(Shelterline & Sparrow 1994). No se dispone de datos sobre genes de actina y su

posible polimorfismo en las especies analizadas en este trabajo. Sin embargo, en



Arabidopsis, si existe evidencia de la existencia de varios tipos de actina, que podrian
ser diferencialmente reconocidas por distintas isoformas de profilinas y otras ABPs
como ADF/cofilina (Kandasamy et al. 2007).

Hay que tener en cuenta que la interaccion profilina-actina al menos en plantas no se
basa tnicamente en la existencia de los mencionados residuos conservados, sino que
depende especialmente de la presencia de una conformacion 3D particular
denominada “binding pocket” que, junto con los residuos indicados forma parte de la
superficie de interaccion entre actina y profilina. Dicha superficie de interaccién no se
considera conservada en plantas (Thorn et al., 1997). El reconocimiento diferencial
entre diversas isoformas de actina y profilina podria tener importantes efectos sobre la
funcién del citoesqueleto. Un ejemplo extremo de esos posibles efectos ha sido
recientemente descrito por Kandasami et al, (2007). En dicho ejemplo, plantas
transgénicas de Arabidopsis que expresan elevados niveles de una actina reproductiva
en tejidos vegetativos muestran sintomas de enanismo severo, asi como
organizaciones aberrantes de diversos 6rganos, como consecuencia de la alteracion de
la arquitectura del citoesqueleto. Estas alteraciones son atribuidas por los autores a
interacciones inapropiadas entre la actina reproductiva y distintas ABPs vegetativas
endogenas, entre las que estarian incluidas las profilinas.

En el caso de las secuencias analizadas en este trabajo, el denominado “binding
pocket” estd delimitado por dos loops, que forman una cavidad entre las laminas  4-5
y 5-6. Se ha comprobado que en las cinco especies analizadas, parte de los aminoacidos
que configuran esta cavidad (D53, G58, 173 y R84) estan conservados, mientras que el
resto de aminoacidos que la configuran si muestran polimorfismo. Por tanto, serian
predecibles una serie de diferencias entre las profilinas codificadas con respecto a la
interaccién entre profilina y actina. Es importante destacar que todas estas

modificaciones también afectarian a la cinética de la hidrdlisis de ATP-actina.

Todas las profilinas se unen a PLP vy proteinas ricas en motivos de prolina, con

excepcion de las profilinas de algunos virus (Machesky et al. 1994).



La importancia de la interaccidon de las profilinas con PLP y proteinas ricas en motivos
de prolina ha sido investigada en maiz mediante la generacién de mutantes con
sustituciones en un unico aminoacido del dominio de interaccion (Kovar et al., 2001).
En algunos de estos mutantes se produce un incremento de la capacidad de unién a
PLP, que tiene como resultado un incremento paralelo en la tasa de desplazamiento
nuclear de ciertas células de Tradescantia. Estos autores proponen que la unién
Profilina-PLP contribuye a regular el efecto de las profilinas sobre el ensamblaje de
actina en las células vegetales.

La interaccion profilina-PLP/proteinas ricas en prolina (y por tanto, indirectamente la
interaccidon profilina-actina) parece estar regulada a su vez mediante mecanismos de
fosforilacion (Sathish et al., 2004; Aparicio-Fabre et al., 2006).

En las cinco especies analizadas en este trabajo, el analisis de este motivo de interaccion
ha revelado que existe una identidad del 100% (Tabla 23). Esta elevada conservacion ha
sido también constatada en numerosas especies, y se mantiene incluso entre
organismos filogenéticamente muy distantes.

Aunque los residuos de este motivo no muestran polimorfismo, cabe destacar que
existen dos residuos (Y6 e Y 125) susceptibles de fosforilaciéon en dichos motivos
(Tablas 23 y 24). La fosforilacion diferencial de éstos podria constituir una forma de
regulacion, con influencia potencial en la dinamica del citoesqueleto de actina y en el

trafico de vesiculas (Aparicio-Fabre et al., 2006).

El anélisis de los aminodcidos implicados en la unién con las distintas moléculas de

PIP ha revelado en este caso una mayor variabilidad que los motivos de interaccion
con actina y PLP indicados anteriormente (Tabla 19). La variabilidad es dependiente en
muchos casos de la especie estudiada (o de la variedad estudiada en el caso del olivo).

El polimorfismo se localiza principalmente en una de las 2 regiones de las profilinas
que interaccionan con PIP:. Esta region esta situada cerca del sitio de unién con poli-L-
prolina (Schluter et al. 1997), y lejos de la zona de solapamiento entre las regiones de

interaccion con PIP: y actina.



Diversos experimentos de mutagénesis han mostrado que los cambios de ciertos
aminodcidos de esta region de interaccion son capaces de aumentar o disminuir la
afinidad de las profilinas por PIP (Skare & Karlsson 2002). Si extrapolamos estas
mutaciones a los cambios encontradas en las especies analizadas (Tabla 25), podriamos
realizar una serie de predicciones. Por ejemplo, la variacién en la carga de los
aminodcidos R136 a D136 (este cambio tiene lugar de forma natural en Olea europaea y
Corylus avellana) produciria una disminucién de la afinidad por PIP.. Idéntico efecto
seria producido por el cambio de un aminoacido cargado a neutro (D8 a A8) (este
cambio tiene lugar de forma natural en Olea europaea).

Las numerosas modificaciones observadas fruto del polimorfismo, provocarian la
existencia de variantes de profilinas en las especies y variedades estudiadas, con
propiedades bioquimicas y fisioldgicas diferentes.

Como ejemplo, cabe citar que la estabilidad de los dimeros actina-profilina esta
ampliamente influenciada por la afinidad entre las profilinas y PIP. Ello se debe a que
ambas moléculas (PIP y actina) “compiten” por las moléculas de profilina, ya que los
dominios de interaccién con ambas moléculas son solapantes (Lassing & Lindberg
1985). Esta interaccion podria ser uno de los nexos de union entre el control de la
polimerizacion de actina y los procesos involucrados con la transmision de senales

(Sohn & Goldschmidt-Clermont 1994; Schluteret al 1997).

5.5. Es previsible una gran influencia de la conservacion y del polimorfismo
de las profilinas sobre la presencia de reacciones cruzadas y sobre la
especificidad de la reaccion alérgica en los pacientes hipersensibles,
respectivamente.

Dos factores caracterizan la alergenicidad de las profilinas.

Por una parte, las profilinas son consideradas panalérgenos, es decir alérgenos
presentes en una amplia variedad de fuentes vegetales, siendo responsables de la

aparicion de numerosas reacciones cruzadas. Esta elevada reactividad cruzada justifica



el uso actualmente creciente de una tnica profilina (la profilina recombinante de polen
de abedul, Bet v 2) para el diagnostico de esta alergia.

Por otra parte, diversos trabajos han documentado que la reactividad entre profilinas
de plantas es sdlo parcial. Existen incluso estudios que han revelado que las IgE
pueden incluso diferenciar especificamente epitopos variables de profilinas de plantas,
incluso de la misma familia.

El polimorfismo es una caracteristica frecuente en muchas proteinas alergénicas. Se han
descrito diferentes grados de polimorfismo en los alérgenos de distintas fuentes, entre
las que se incluyen los acaros del polvo, alimentos y alérgenos del polen de distintas
especies arboreas y herbdceas. Sin embargo, y aunque este polimorfismo alergénico
comienza a ser detallado en profundidad, se conoce relativamente poco de las causas
que lo originan. En algunos casos, el polimorfismo alergénico ha sido atribuido a la
presencia de familias multigénicas. En otros alérgenos, la presencia de multiples
formas del alérgeno puede ser explicada por la existencia de modificaciones
postraduccionales. En manzano (Malus domestica), han sido caracterizados hasta 18
genes Mal d 1, y se considera que las diferencias en alergenicidad que poseen distintos
cultivares de la planta pueden deberse a esta amplia diversidad alélica. En olivo, ha
sido recientemente demostrado que el polimorfismo del alérgeno Ole e 1 estd
claramente unido al caracter genético (cultivar) del que procede el polen analizado
(Hamman-Khalifa et al., 2008).

El polimorfismo en profilinas y sus implicaciones en la alergia

Las herramientas bioinformaticas estan transformando el campo de la prediccion de la
alergia, proporcionando bases de datos y herramientas para su prediccion y gestion, tal
como algoritmos basados en motivos estructurales y secuenciales (Brusic et al. 2003;
Fiers et al. 2004).

Una serie de bases de datos de alérgenos ha sido creada, donde algunas de ellas
muestran ambos tipos de motivos:

Bcipep, http://www.imtech.res.in/raghava/bcipep (Saha et al. 2005)




Consurf, http://consurf.tau.ac.il (Landau et al. 2005)
Allergen, http://www .allergen.org
Allergenome, http://www.allergome.org

Allergenonline, http://www.allergenonline.com

SDAP, http://fermi.utmb.edu/SDAP
Procall, http://www ifr.ac.uk/protall.

El estudio de la predicciéon de la alergenicidad (Stadler & Stadler 2003; Who 2001;
Zorzet et al. 2002) ha dado como resultado una serie de motivos o rasgos superficiales,
comunes en la estructura de la gran mayoria de los alérgenos (Furmonaviciene et al.
2005). Esto se basa en una alta hidrofobicidad por parte de los residuos aminoacidicos
que los componen y una buena accesibilidad a la region de la proteina, que se
corresponde con los picos de alergenicidad elevada, y coincide en regiones con
o—hélices, laminas o giros .

El estudio de perfiles de elevada antigenicidad predictiva de todas las secuencias de
profilinas, basados en los pardmetros ya mencionados, ha mostrado una prominente
similitud en las cinco especies estudiadas. En el olivo existen dos regiones no comunes
entre las especies (Bl y B2), y una en Phleum pratense (B3) de baja variabilidad, las
cuales podrian ser un caracter distintivo en aquellas profilinas que las posean.

El estudio de la variabilidad en las regiones comunes ha mostrado que la A2 (posicion
16-22), es la mas variable, alcanzando un 42.55 % en Olea europaea (Fig. 31). A nivel de
cultivar hemos observado que dos secuencias en Bella de Espafia poseen un
polimorfismo muy elevado y distintivo de las demas. Esta region coincide con uno de
los loops externos, caracteristicos de profilinas de plantas. En el caso del olivo y debido
a su elevado polimorfismo este podria ser uno de los factores que diferencia a unas
variedades de otras en relaciéon con su mayor o menor cardcter alergogénico. Otras
diferencias con respecto al resto de las especies, consisten en: a) la existencia de una
deleciéon de un aminoacido en las secuencias de Betula verrucosa y 8 deleciones de las

secuencias de Corylus avellana en la region del loop. Esto podria hacer que se vea



acortado el loop, siendo menos prominente hacia el exterior de la proteina, e incluso
que desaparezca en determinadas variantes de profilinas; b) la existencia de una
delecion de 3 aminodcidos en la misma region donde se encuentra el loop en dos
secuencias de Corylus avellana, y en todas las secuencias de Phleum pratense y Zea mays,
ademas de los 13 clones de profilinas de Olea europaea. Esto podria propiciar que en
estas especies o variedades, la antigenicidad de las profilinas sea significativamente
menor.

Lo que hace que una proteina sea reconocida como un alérgeno se podria considerar
cuando: a) los motivos aminoacidicos estdn compuestos por una alta proporciéon de
residuos de naturaleza fundamentalmente hidrofobica expuestos en la superficie de la proteina
(Furmonaviciene 2005). Esto ocurre en alergenos de tipo profilinas, LTPs y proteinas de
almacenamiento de semillas (Seong & Matzinger 2004) y b) la polimerizacion de proteinas
como es el caso de profilinas en polen de diferentes especies durante la fase inicial de la
respuesta alérgica (sensibilizacion en el primer contacto), podria explicar que proteinas
altamente conservadas como las profilinas y que comparte similitudes con homologos
muy distantes filogenéticamente (profilinas humanas), sean capaces de inducir una
respuesta inmune significativa (Valenta et al. 1991).

Los puentes disulfuro podrian representar uno de los principales mecanismos de las
profilinas para su asociacion, aunque no esta clara su formacion; tampoco se conocen
las posibles combinaciones que podrian establecerse entre cisteinas, intra y/o
intercadenarias, para dar lugar a los puentes disulfuro. No se descartan otros posibles
mecanismos para su asociacidn como son interacciones hidrofdbicas e idnicas entre
moléculas de profilina. En todas las secuencias analizadas de las cinco especies, se han
encontrados dos cisteinas, una en el extremo C-terminal y otra en el N Terminal, a
excepcion de una secuencia con una cisteina (C118) o 3 cisteinas (C13, C106 y C118) en
el olivo.

Mediante modelizacion molecular y midiendo la distancia entre Ca de cisteinas (Tabla

15), se ha mostrado que en secuencias de olivo con 2 o tres cisteinas, los residuos mas



probables entre los que se podrian formar puentes disulfuro serian el 13 y el 118 en el
olivo. Teniendo en cuenta la resolucion de los modelos 3D utilizados (1G5U), Esto
tampoco seria descartable en las especies Corylus avellana'y Phleum pratense, asi como en
todas las secuencias de Zea mays. También existe la posibilidad de que se establezcan
puentes disulfuro entre dos profilinas (homodimero), segun el modelo 1G5U (Fig. 20)
entre los carbonos 117-117 y 118-118, asi como entre 117-118 (Tabla 16) de las a-hélices
N y C terminal (Fig. 20). Por dltimo, la formacién de multimeros de profilinas no seria
incompatible con las funciones llevadas a cabo por éstas a través de la interaccion con
sus ligandos (Jonckheere et al. 1999).

Existen evidencias por inmunolocalizacién de que las profilinas de plantas pueden
salir al espacio extracelular, como ocurre cuando el polen se hidrata (ref), ya que
durante la germinacion in vitro del polen una cantidad sustancial de profilinas son
liberadas del grano de polen y forman oligomeros (Mitterman et al. 1998). De igual
modo, en individuos atdpicos cuando se produce el contacto del polen u otra fuente
que contenga profilinas con las mucosas, las proteinas son liberadas y expuestas a
condiciones oxidantes en la superficie de la membrana de la mucosa del tracto
respiratorio (Valenta et al. 1991, 1992; Vallier et al. 1992). Estas condiciones conducen a
la polimerizacion de profilinas, afectando a la inmunogenicidad de esta proteina. Estos
multimeros de proteinas podrian exhibir antigenos grandes o epitopos adicionales para
elicitar la liberacion mediada por IgE de una gran cantidad de histamina, por lo que los
polimeros de profilinas representan uno de los agentes sensibilizantes importantes en
la alergia al polen. La presencia de estos multimeros de profilinas se ve confirmado por
experimentos de inmunizacién, demostrandose que las profilinas de abedul inducen la
respuesta IgG-subclase 2 (IgG2) en raton y mono rhesus, tipica de antigenos
poliméricos (Vrtala et al. 1996). La isoforma de profilina de maiz ZmPRO1 da lugar a
formas multiméricas que persisten incluso después de la desnaturalizaciéon y de actuar

los agentes reductores, de manera similar a lo que ocurre en profilinas nativas



humanas (Babich et al. 1996). De este modo se prueba la existencia de los multimeros
de profilinas de plantas y su relevancia alergénica.

El reconocimiento de multimeros de profilinas de plantas no es debido a un simple
efecto aditivo, sino que los multimeros de profilina mas bien actiian en sinergia para
facilitar el acceso estérico a los sitios de union o presentar epitopos unicos (Psaradellis

et al. 2000).

Implicaciones de epitopos de células B y T de profilinas en la alergia

Los alérgenos son proteinas que provocan una respuesta muy potente de linfocitos Thz,
culminando en la producciéon de anticuerpos IgE, que desencadenan una serie de
sintomas de alergia. Seria de gran interés, la caracterizacion de la naturaleza de la
superficie molecular de proteinas alergénicas, asi como los mecanismos involucrados
en su reconocimiento inicial, que conduce a una respuesta polarizada hacia células Th,
mediante células del sistema inmune.

La respuesta mediada por IgE juega un papel principal en la reactividad cruzada entre
alérgenos y la sintomatologia de alergia (Aalberse et al. 1992). También se ha
demostrado que la reactividad cruzada ocurre independientemente de IgE, estando
mediada por células T. Un ejemplo lo tenemos en la reactividad a alérgenos de
alimentos de origen vegetal (Mal d 1, Api g 1 y Dau c 1) con el alérgeno Bet v 1 de
polen. En los primeros se ha visto que los alimentos tanto frescos como cocinados en
que se pierden los epitopos conformacionales, inducen una activacion de células T y
los sintomas mediados por ellas; las reacciones mediadas por células T también
ocurren en ausencia de la unién a IgE (Bohle et al. 2003).

El andlisis de la superficie de diversos alérgenos, ha revelado caracteristicas
estructurales comunes. Hasta el momento s6lo se conoce un limitado nimero de
epitopos, sin embargo se ha visto que los de las células T son lineares (motivos
continuos de entre 8 a 24 aminoacidos), mientras que los epitopos de células B pueden

ser lineales o conformacionales (residuos concretos dentro de la estructura primaria de



la proteina, que en la conformacion 3D se localizan proximos a la misma regién de la

proteina) (Langeveldet al. 2001). Cuando se lleva a cabo la construccién de epitopos

conformacinales de profilinas (Tabla 35), vemos como los epitopos de células B

experimentalmente determinados (Tabla 32 y 33), consisten en fragmentos continuos,

donde la mayoria de ellos coinciden de forma parcial con parte de los epitopos
conformacionales. Del mismo modo, los epitopos de células T (Tabla 36) son
fragmentos de la secuencia aminoacidica donde parte de la secuencia forma parte de
epitopos conformacionales, tanto de forma continua como discontinua. El analisis de

epitopos conformacionales ha revelado su existencia en ambos tipos de células T y B.

Igualmente la exposicion hacia el exterior de parte de un epitopo perteneciente a

células B y T con una gran proporcion de aminoacidos hidrofébicos, esta de acuerdo

con que existe una mayor dependencia del reconocimiento de las porciones
hidrofdbicas de estos epitopos pertenecientes a los alérgenos (Seong & Matzinger

2004). Esto depende de una conformacién determinada, mds que la secuencia exacta de

aminodcidos como ocurre con los epitopos conformacionales (Berezovskyi & Trifono

2000).

Segun nuestros resultados se pueden deducir los siguientes hechos:

1. Los picos de antigenicidad predictiva elevada no coinciden con los epitopos de
reconocimiento por células B, con la excepcidon de uno de ellos (A7).

2. Cuando se comparan entre especies, ciertos epitopos de reconocimiento por células
B no poseen elevada homogeneidad en la identidad de la secuencia aminoacidica,
siendo mayor homogeneidad entre variedades de olivo.

3. La comparacion de los picos de “antigenicidad elevada” con los epitopos de células
T y B en las cinco especies analizadas, muestra que la mayor parte de estos picos
coinciden con epitopos mayoritarios de células T del conjunto de secuencias de
profilinas, con excepcion del pico Al, que coincide con un epitopo de células T
minoritario.

4. El pico A2 de alergenicidad predictiva elevada, que es el de mayor variabilidad en

Olea europaea, no coincide con epitopos de reconocimiento por células T y B,



encontrandose situado en una region donde existe un /oop caracteristico de plantas.
El epitopo A2 forma un epitopo conformacional unico en el modelo 1G5U y en el
3NUL.

5. Otra de las caracteristicas que distinguen a las profilinas de plantas del resto es una
cavidad rellena de solvente cerca de la superficie de union a actina formado por
dos loops y situada entre el aminoacido 54 y 83 (Thorn et al. 1997), donde no existe
ningin epitopo de reconocimiento es por células B. En todas las especies
analizadas, sélo se encuentran en estd estructura epitopos de reconocimiento por
células T, la cual podria ser una de las regiones de mayor inmunogenicidad de
profilinas de plantas.

6. El analisis de los epitopos tinicos para células T, muestra diferencias dentro de las
profilinas de las familias Betulaceae y Poaceae. En el primer caso, Betula pendula
posee un epitopo (F41-F44) que no se encuentra en Corylus avellana, mientras en el
segundo caso, existen 2 epitopos tinicos en cada especie.

7. Por ultimo, en el caso del olivo, el epitopo I53 no se encuentra en Betula verrucosa,
Corylus avellana y Phleum pratense, aunque si en Zea mays de forma parcial con el
epitopo F59.

Estos datos pueden explicar en el proceso de alergia, el papel llevado a cabo por las dos

vias del sistema inmune, una dependiente de células T y mediada por receptores MHC

IT, y la otra con la implicacién de IgE/IgG mediada por células B.

Los epitopos de células B, explicarian algunos sintomas de alergia respiratoria y su

reactividad cruzada mediada por IgE entre especies, (Aalberse et al. 2001; kazemi et al.

2002; Pauli 2000; Rossi et al. 2001; Valenta et al. 1996; 1998). Por ejemplo, las profilinas

de Mercurialis annua, Mer a 1, comparten epitopos con profilinas de Helianthus agnus,

Hel a 2, siendo ambas reconocidas por células B. Ambas profilinas, poseen ademds dos

regiones correspondientes a epitopos secuenciales para IgE (1-50 y 107-133) (Vallverdu

et al. 1997). Sin embargo, en el caso de las especies analizadas, el factor diferenciador
en los motivos de reconocimiento por células B es el polimorfismo de la secuencia

aminoacidica. Por otro lado, este polimorfismo es un cardcter distintivo entre



determinadas variedades de olivo, debido a la presencia de variabilidad diferencial en
alguno de sus epitopos (10A4 y 5F2).

Otra via para el reconocimiento de epitopos de las profilinas es la seguida por células
T, importante en la sensibilizacion inicial al alérgeno, debido a que los picos
predictivos de alergenicidad elevada coinciden con ellos, los cuales juegan un
importante papel en las reacciones cruzadas entre polenes de diferentes especies, asi
como entre alérgenos de polen y alimentos de origen vegetal (Bohle et al. 2003).

Se puede inferir que existen epitopos predominantes y/o exclusivos de células T,
involucrados en la reactividad cruzada entre alérgenos de polen de diferentes especies,
asi como entre polen y alérgenos de alimentos de origen vegetal (Bohle et al. 2006).
Esto es posible en profilinas, debido a que la reactividad cruzada entre alérgenos como
Bet v 1y Mal d 1 esta restringida a un solo epitopo, localizado en la region C-terminal
de Bet v 1, y que a su vez estd muy conservada entre diferentes especies. Sin embargo,
entre Bet v 1y Api g 1, la reaccion cruzada esta asociada con varios epitopos de células
T repartidos por la secuencia aminoacidica de Bet v 1. Si extrapolamos estos datos a las
especies estudiadas aqui esto es lo que ocurre en las familias Betulaceae y Poaceae segun
se acaba de indicar (punto 6.). Ademas de que cada especie tenga un cardcter
alergénico diferencial, esta diferencia de epitopos podria explicar el que determinados
alérgenos produzcan reacciones cruzadas de forma exclusiva con determinadas

especies.

Profilinas y reacciones cruzadas

Uno de los mayores retos de la alergia molecular, es predecir el potencial alergénico de
una proteina, particularmente en los nuevos alérgenos. En este sentido hay que
distinguir dos aspectos: [a inmunogenicidad que refleja el potencial de una proteina para
inducir anticuerpos IgE, y la reaccion cruzada que es la reactividad de anticuerpos IgE
(generalmente preexistente) con la proteina diana. Ademads, la relacién entre el

potencial de union a IgE y los sintomas clinicos, esta influenciada por las propiedades



fisicas (estabilidad y tamafio) y las propiedades inmunoldgicas (afinidad y valencia del
epitopo) (Aalberse et al. 2000). La respuesta mediada por IgE juega un papel
importante en la reactividad cruzada entre alérgenos y la sintomatologia de alergia
(Aalberse et al. 1992). Por otro lado se ha demostrado que la reactividad cruzada puede
tener lugar independientemente de IgE, estando mediada por sélo células T. Un
ejemplo lo tenemos en la reactividad a alimentos de origen vegetal relacionada con el
alérgeno Bet v 1 de polen, y de otro lado alérgenos como Mald 1, Apig 1y Dauc1en
alimentos de origen vegetal. En ellos se ha visto que los alimentos tanto cocinados,
donde se pierden los epitopos conformacionales, como frescos inducen una activacion
similar de células T, asi como las reacciones mediadas por células T ocurren también en
ausencia de union a IgE (Bohle et al. 2003).

Entre las proteinas alergénicas causantes de las reacciones cruzadas se incluyen
profilinas, LTP, alergenos de elevado peso molecular y/o glicoalergenos (Egger et al.
2006). El polen se considera la fuente primaria de sensibilizacion (Hoffmann-
Sommergruber et al. 1999; Valenta et al. 1996), que lleva a la generacion de anticuerpos
IgE, capaces de reaccionar con los alérgenos homdlogos de alimentos (Valenta & Kraft
1996; Kazemi-Shirazi et al. 2000). En el polen, la reactividad cruzada es muy frecuente
tanto entre especies taxonomicamente relacionadas (Pajaron et al. 1997) o no (Cuesta-
Herranz et al. 1999). La asociaciéon entre polinosis y sensibilizacion a alimentos de
origen vegetal, ha sido demostrada en numerosas ocasiones, ya que pacientes con
polinosis, frecuentemente poseen reacciones adversas después de la ingestién de éstos,
debido a que sus respectivos alergenos comparten estructuras o motivos.

Existen diferentes hipotesis que explican la asociacion entre polinosis y sensibilizacion
a alimentos procedentes de plantas: a) la mas aceptada, se basa en el reconocimiento de
estructuras comunes del polen y de alimentos vegetales por las inmunoglobulinas IgE.
(Vieths et al. 2002); b) una segunda implica en el reconocimiento de alergenos en polen
y alimentos a las posibles presentes en ambos lectinas (Shibasaki et al. 1992; Aalberse et

al. 1997).



Los datos disponibles indican que las profilinas de plantas pueden provocar una
sensibilizacion cruzada de un individuo a varias especies y esto explica el por qué
algunos pacientes atopicos al polen muestran reacciones frente a una amplia variedad
de polenes y alimentos de origen vegetal filogenéticamente distantes (Ma et al. 2006;
Rodriguez-Pérez et al. 2003); no tienen incluso que poseer una identidad de secuencia
muy elevada los alérgenos como es el caso de homoélogos del alérgeno Bet v 1 en
zanahoria (50%) para exhibir diferencias de unién a IgE y reactividad cruzada sin
relevancia clinica (Ballmer-Weber et al. 2003); también es el caso de los alérgenos
mayoritarios de Plantago lanceolata y Olea europaea (Pla 1y Ole e 1) que comparten un
38.7% de identidad y existe un reconocimiento cruzado entre ellos, debido a que
comparten epitopos comunes (Castro et al. 2007). En el caso de las profilinas, la
identidad de secuencia es mayor del 50%.

En el presente trabajo, se ha mostrado:

1. La existencia de reaccion cruzada entre profilinas de olivo y sueros anti-profilinas de
maiz, con diferencias en la reactividad dependiendo incluso del cultivar o de la
isoforma de profilina. También se ha mostrado el reconocimiento diferencial,
dependiendo del cultivar, de profilinas vegetativas de semillas de olivo que formarian
parte de alimentos de origen vegetal, al menos para animales con antisueros.

2. Los picos de elevada antigenicidad en las cinco especies analizadas son muy
similares entre ellas, aunque existen diferencias en algunos de los picos, consistentes en
una mayor o menor hidrofobicidad, antigenicidad y accesibilidad (Fig. 27), fruto de las
diferencias en la composicion aminoacidica de cada pico, o lo que es lo mismo el
polimorfismo de la secuencia, dentro de cada especie o cultivar asi como entre especies
(Tabla 29-31).

3. Los epitopos de reconocimiento por células B, son iguales o muy similares en las
secuencias de profilinas dentro de la misma especie o dentro del mismo cultivar (con

excepcion del epitopo 10A4 que posee mayor variabilidad entre cultivares dentro del



olivo), asi como entre profilinas de diferentes especies. De nuevo las diferencias
existentes provienen del polimorfismo intravarietal e interespecifico.

4. Entre las especies se comparte menor numero de epitopos para células T. Con estos
datos, se puede explicar que podria existir reaccion cruzada entre las especies
analizadas, respecto a las profilinas, incluso aquellas mas alejadas filogenéticamente
como se ha comprobado, debido a que comparten numerosos epitopos, unos comunes
a todas las especies (reconocimiento por células B) y cuya variacién de la secuencia
aminoacidica produce diferencias de reconocimiento (Asturias et al. 1997) y otros

comunes solamente entre algunas de las especies (reconocimiento por células T).

La localizacion de profilinas es dependiente de la isoforma y la funcién

La informaciéon que se tiene acerca de la localizacion celular de profilinas tanto en
microsporas (von Witsch et al. 1998), como en granos de polen y tubos polinicos (Grote
et al. 1995; Vidali & Heppler 1997; Valster et al., 2003) es de lo mas diversa (Geitmann
& Emons 2000). En el ntcleo generativo y vegetativo del grano de polen (Hess et al.
1995), mientras que otros autores muestran que las profilinas estan distribuidas
uniformemente en el citoplasma del polen y del tubo polinico (Grote et al. 1993, 1995;
Mittermann et al. 1995; Vidali et al. 1997). Ademads en estos trabajos no se han tenido en
cuenta la presencia de diversas isoformas de profilinas mediante el uso de antisueros
especificos para ellas, por lo que los resultados pueden haberse visto enmascarados
debido a la presencia abundante de una isoforma con una distribucioén citosélica, frente
a otras formas minoritarias con una distribucioén subcelular distinta.

Estudios semejantes, tomando como modelo la raiz, muestran como las profilinas se
distribuyen de manera polarizada en pelos radicales de Arabidopsis thaliana (Santoni et
al. 1998) y Zea mays (Braun et al. 1998; von Witsch et al. 1998; Baluska et al. 2000), con
una marcada acumulacion en el dpice dependiendo del estado de desarrollo (Baluska
et al. 2001). Los resultados mostrados en este trabajo indican una localizacion

diferencial de las profilinas, dependiendo de la isoformas presentes en la célula.



En general, se puede afirmar que las predicciones por métodos computacionales de la
posible localizacion de las profilinas, basados en estudios de localizacién con proteinas
eucariotas (Emanuelsson et al. 2007) coinciden con los resultados de las

inmunolocalizaciones realizadas en este estudio.

Localizacion nuclear de profilinas

La probabilidad de localizacion nuclear de profilinas esta entre el 20-35 % dependiendo
de la especie. Concretamente en Olea europaea es mas elevada que en el resto de las
especies analizadas, con algunas secuencias en que es mas baja (Tabla 40A). En cambio,
en Phleum pratense en que la probabilidad de localizacién nuclear es mas baja, existen
algunas secuencias con una mayor probabilidad de localizacién nuclear (Tabla 40B).
Todo esto aparentemente no parece estar relacionado con los cambios puntuales en el
motivo tipico de localizacion nuclear en plantas de algunas secuencias (I/L — A)
(Yoneda 1997), puesto que su variabilidad es baja en las cinco especies. Los
experimentos de inmunolocalizacion en el caso de anti-ZmPRO4 y 5 confirman la
prediccion de la localizacion nuclear de profilinas en el polen de olivo. Es posible que
tal acumulacion sea la consecuencia de una difusién pasiva debido al pequefio tamafio
de la proteina que le permite pasar a través de los complejos del poro nuclear (Yoneda
1997); la proteina se une a determinados componentes nucleares, evitando su posterior
salida del nucleo. Sin embargo, también habria que tener en cuenta un posible proceso
activo y selectivo mediante una sefial de localizacién nuclear no cldsica y/o quizas otros
elementos tales como proteinas de tipo importinas (Yoneda 1997, Mattaj & Conti 1999).
Por otro lado, la localizacion de las profilinas en el citoplasma podria ser debido a que
la mayoria de ellas estan secuestradas en el citoplasma mediante la union a ligandos
naturales, y permaneciendo solamente una pequena fraccion libre para poder difundir;
o bién, existe un mecanismo de transporte que exporta activamente a las moléculas de
actina y profilina hacia el citoplasma (Witke 2004). En células animales, se ha

encontrado una proteina tipo exportina, que es especifica de profilina (exportina 6) y



que solo reconoce al complejo actina-profilina, exportandolo fuera del nucleo. Esto
demuestra una regulacion muy fina de este complejo dentro del nucleo.

En el del ntcleo se han localizado varios de los ligandos naturales de profilina como
PIP2 (Voorhout et al. 1992; Divecha et al. 1993; Mazzotti et al. 1995), actina (Schindler &
Jiang 1989; Jiang et al. 1997) y otras ABPs, tales como ADF/cofilinas en maiz (Jiang et al.
1997) y CapG (Lu et al. 1998; Rando et al. 2000; Olave et al. 2002). La distribucion
nuclear sugiere que las profilinas podrian jugar un papel importante en el control de la
funcion de la actina nuclear (Nguyen et al. 1998, Sasseville & Langelier 1998; Gonsior et
al. 1999; Rando et al. 2000) y procesos tales como la condensacion de la cromatina y la
traduccion de senales del citoplasma al nucleo (Zhao et al. 1998, Valster et al 2003), asi
como en la reorganizaciéon de la matriz nuclear e incluso estar implicadas en la
regulacion transcripcional mediante la interaccion con factores transcripcionales que
poseen motivos ricos en prolina (Hess & Valenta 1997). Tal es el caso del factor de
transcripcion p42POP, un nuevo ligando para profilinas, cuya actividad es regulada
por ellas. Este factor acttia como un represor de la transcripcidn, con cuya interaccion

hace que disminuya su actividad represora (Lederer et al. 2004).

Localizacién de profilinas en el citoplasma y la membrana plasmdtica

El analisis predictivo que resulto con mayor probabilidad de localizaciéon de profilinas
fue la citoplasmica. Dicha localizacién estd de acuerdo con la aproximacion
experimental realizada por otros autores, en la que se midio el pool de profilinas que
estaba implicado en la localizacion en la membrana plasmatica, siendo hasta un 80% de
ellas (Vidali & Hepler 1997). Esta localizacion en la membrana plasmatica podria ser
transitoria, de forma que tras una sefal-estimulo extracelular, el pool de proteinas
quedase libre dirigiéndose hacia el citoplasma para cumplir funciones especificas,
mediante la interaccidén con ligandos especificos, o formar parte de un pool genérico de
profilinas que lleve a cabo el remodelado del citoesqueleto de actina, lo que se haria

debido a la variacion de la relacion G-actina/profilina, que da lugar al secuestro de



moléculas de G-actina, o permitiendo su adicidon a extremos libres de filamentos de
actina (Staiger & Blanchoin 2006). Esta actividad podria verse modificada por los
cambios locales de gradiente de Ca?* (Franklin-Tong 1999), siendo estos mas evidentes
en el apice del tubo, donde procesos como endocitosis y exocitosis (Hepler et al. 2001) y
el crecimiento de los filamentos de actina (Gibbon et al. 1999) son muy activos.
También los resultados de las inmunolocalizaciones realizadas dan un intenso
marcado en el dpice del tubo.

En algunas especies existen diferencias notables en las propiedades bioquimicas y de
afinidad por determinados ligandos, por parte de isoformas o variantes concretas de
profilinas (Staiger et al. 1993), como también es el caso de la afinidad por PLP y G-
actina de profilinas vegetativas y reproductivas. Estas ultimas inhiben la hidrdlisis de
PLsP2  por fosfoinositidos mas fuertemente que las profilinas vegetativas,
proporcionando evidencias indirectas de que las profilinas reproductivas se unen a los
fosfoinositidos de la membrana plasmatica con mayor afinidad que las profilinas
vegetativas. En este sentido, se ha encontrado una localizacion de profilinas en la
membrana plasmatica de polen de abedul y maiz. Los dominios de la membrana
plasmatica enriquecidos en PIP2 en determinados tejidos y de forma especifica durante
el desarrollo, puede actuar como un presunto centro de organizacion de actina F,
donde bajo estimulos externos, la hidrolisis de PIP2 podria llevar a la disociacion de
profilinas y otras proteinas de union a PIP2 como puede ser la actina, lo que haria que
estas pudieran mediar los cambios en la organizacion del citoesqueleto. De este modo
PIP: y otras proteinas de union a actina como efectores de sefiales extracelulares (Ref.),
permitirian la transmision de sefales extracelulares en al membrana plasmatica y su
posterior traduccion via complejos del citoesqueleto.

Las localizaciones asociadas a la membrana plasmatica de profilinas en polen y el
posible cambio hacia una distribucion citoplasmatica en tubo polinico es una de las
pruebas a favor de la existencia de sistemas de sefalizacion, donde el cambio en la

localizacion de profilinas tiene lugar dependiendo de estimulos externos (Lassing &



Lindberg 1998; Goldschmidt-Clermont & Janmey 1991). Si tenemos en cuenta que el
polen maduro deshidratado es una célula con una actividad basal, al menos una
isoforma de profilina podria estar inmovilizada en la membrana a través de uniones
con polifosfoinositidos, y libre del pool que mantiene secuestradas a las moléculas de
G-actina. Cuando el grano de polen aterriza en el estigma es activado por sefiales del
microambiente de las papilas del estigma y se hidrata. Luego, las profilinas son
liberadas de la membrana plasmatica y distribuidas en el citoplasma del incipiente
tubo polinico en crecimiento (Grote et al. 1995; Vidali & Hepler 1997). De esta forma se
prepara a la actina y su dindmica red de filamentos para actuar en el crecimiento del
apice del tubo polinico (Cai et al. 1997).

Las inmunolocalizaciones de profilinas y la cuantificacion de las particulas de oro
muestran una distribucion diferencial en el citoplasma, siendo el marcado mas intenso
en el caso de anti-ZmPRO3 con respecto a anti-PRA y anti-ZmPRO5 (Tabla 41).
También se observa un mayor marcado (el doble) con el suero anti-ZmPRO4 respecto
a los dos ultimos sueros (anti-PRA y anti-ZmPROS5). Este marcado diferencial es 1ogico,
si se tiene en cuenta que ZmPRO3 es una isoforma reproductiva de maiz. La isoforma
ZmPRO3 también se localiza en la apertura del polen por donde emerge el tubo, en la
exina y cerca de la membrana plasmatica y la cantidad de marcado (nimero de granos
de oro) es similar al mostrado por el suero anti-PRA, aunque mayor que el presentado
por los antisuero que reconocen las isoformas vegetativas (ZmPRO4 y ZmPRO5).
Ademas, con todos los sueros utilizados se han encontrado particulas de oro en el
material adherido a la exina y fuera del grano. La localizacion diferencial de profilinas
dependiente de la isoforma se ve reforzada por tres argumentos a tener en cuenta en
los experimentos de inmunolocalizacion realizados: a) la especificidad de anticuerpos
frente a isoformas concretas de profilinas; b) la mayor o menor reactividad cruzadas
entre especies, para los anticuerpos desarrollados frente a epitopos de profilinas de
maiz, debido al margen de identidad de secuencias aminoacidicas entre el maiz y el

olivo (100 — 76.4%); esto viene apoyado por los experimentos de reacciones cruzadas



entre estos antisueros y diferentes cultivares de olivo (Fig. 41); y c) uso de anticuerpos
frente a isoformas vegetativas que se han empleado en las inmunolocalizaciones de

profilinas reproductivas de olivo.

Otras localizaciones celulares

Las predicciones de localizacion en otros organulos como mitocondrias y cloroplastos,
resultd con una probabilidad baja, entre el 10-15%, dependiendo de la especie (Tabla
39). Existen determinadas excepciones, en las que la probabilidad es ain mas reducida.
La prediccion de localizacion como proteinas de secrecion mostré una probabilidad
semejante (alrededor del 10 % de media), aunque en este caso las secuencias que
componen la excepcion poseen una probabilidad mayor. Sin embargo, en las
localizaciones celulares realizadas en este estudio, no se han llegado a detectar en
vesiculas de secrecidon, ni tampoco en otros organulos rodeados por membrana
posiblemente debido a que las profilinas involucradas podrian ser isoformas o
variantes minoritarias dentro del pool de profilinas en la célula.

En trabajos previos se ha demostrada la interaccion de profilinas con la dinamina,
proteina que interviene en rutas de secrecion y endocitosis de vesiculas mediada por
clatrina (Schafer 2004; Orth JD & McNiven MA 2003; Engqvist-Goldstein & Drubin
2003; da Costa et al. 2003; Qualmann & Kessels 2002; Brodsky et al. 2001), asi como el
trafico de vesiculas procedentes del Golgi y la organizacion de la membrana plasmatica
(Hinshaw 2000).

Otra localizacion predictiva de las profilinas, y que no ha sido confirmada por las
inmunolocalizaciones, es en microcuerpos tales como peroxisomas. Entre las
secuencias de profilinas obtenidas se han encontrado dos, una en olivo (n°® 69, cv
Picual) y otra en maiz (n°® 120), que muestran una secuencia de tres aminodcidos en el
extremo C-terminal (128-130 NRA) y que podria dirigir las profilinas a peroxisomas,
con una probabilidad similar a la de los orgdnulos anteriores. Dos tipos de proteinas se

han visto que influyen en el tamafio y abundancia de peroxisomas. Unade ellas son las



proteinas semejantes a dinamina (GTPasas involucradas en el proceso intracelular de
tisiéon) (Hinshaw 2000; Danino & Hinshaw 2001; Praefcke & McMahon 2004), y que al
igual que en mitocondrias y cloroplastos, intervienen en la excision de la membrana
peroxisomal, proliferacion y division (Thoms & Erdmann 2005). El bajo nimero de
secuencias obtenidas con estos motivos, nos hace pensar que so6lo algunas isoformas o
variantes minoritarias de profilinas podrian estar involucradas en funciones concretas
dentro de los peroxisomas, bien directa o indirectamente a través de su interaccién con

proteinas ligando.

Las profilinas en el proceso de germinacion

Segtin nuestros resultados de inmunolocalizacion las profilinas estan presentes en la
apertura del polen por la que germina el tubo polinico, lo que indica la posible
implicacion de estas proteinas en la de germinacion del polen. Durante el inicio y
sucesivos etapas de este proceso, la apertura del grano por donde va a emerger el tubo
sufre un proceso morfogénico, en el que el citoesqueleto y proteinas ABPs asociadas
tienen un importante papel. El estudio de profilinas en este proceso ha sido poco
estudiado (Grote et al 1993), y su localizacién en la apertura no habia sido previamente
documentada, siendo los estudios de nuestro grupo las primeros que lo han constatado
(Jiménez-Lopez et al. 2005, Morales et al. 2007). Mediante inmunofluorescencia con
anticuerpos anti-Ole e 2 se observa una estructura en forma de anillo, alrededor de la
region apertural por donde emerge el tubo polinico, que sugiere una masiva presencia
de profilinas. Esta no se observa en las otras dos aperturas. Por otro lado
inmunolocalizaciones al MET también se observo que habia marca de granos de oro en
dicha apertura, la exina y fuera del grano, asi como en el apice del tubo. Por otro lado
los resultados de esta tesis muestran una localizacién diferencial de las isoformas
seguin el antisuero utilizado (ver resultados, Tabla 42). El estudio bioquimico realizado
durante diferentes etapas de la germinacion (resultados, Fig 43), confirman diferencias

cualitativas y cuantitativas en las isoformas de profilinas.



CONCLUSIONES






La elevada conservacion nucleotidica de determinadas areas en la secuencia de las
profilinas permite el disefio de métodos de amplificacion de secuencias de mRNA y
gDNA de profilinas del polen de diferentes fuentes de forma altamente eficiente.
La conservacion se localiza en posiciones muy concretas de la molécula, mientras
que el resto de posiciones exhiben un alto grado de polimorfismo, especialmente en
Olea europaea. Este nivel de polimorfismo es superior incluso al mostrado por otros
productos génicos del polen considerados hasta ahora como altamente variables;
probablemente también afecta a las profilinas de otras numerosas especies.

La comparacion de las secuencias primarias delimita claramente el origen
filogenético de las profilinas a nivel de especie y familia. Sin embargo el elevado
polimorfismo existente dificulta el establecimiento de relaciones varietales en el
olivo.

Uno de los mayores factores generadores de polimorfismo en las profilinas
estudiadas, ademas de las microheterogeneidades de la secuencia primaria, es la
presencia de numerosas modificaciones postraduccionales potenciales,
especialmente fosforilaciones.

La generacion de isoformas de profilinas debidas a “procesamiento alternativo” no
es previsible al menos en el olivo, puesto que no aparecen intrones en las
secuencias analizadas.

Las estructuras 3-D de las profilinas en las diferentes especies analizadas se ajustan
adecuadamente a los modelos estructurales de profilinas de plantas presentes en
las bases de datos, debido a la alta conservacién de los residuos clave para la
geometria de la proteina. Por otra parte los residuos polimdrficos generan
pequenias modificaciones locales en la estructura 2-D y 3-D, las cuales no afectan a
la estructura basica del esqueleto carbonado.

La presencia de cisteinas en la secuencia no parece ser relevante para el
mantenimiento de la estructura 3-D de las profilinas analizadas, aunque podria

explicar la presencia de formas diméricas/multiméricas.



8.

10.

11.

El polimorfismo descrito puede afectar ampliamente la funcionalidad de las
profilinas a través de modificaciones en su capacidad de unién a sus diversos
ligandos naturales. En el caso de unién a actina, el polimorfismo afectaria a
regiones de las profilinas implicadas indirectamente en la interaccion entre ambas
proteinas. En el caso de PLP/proteinas ricas en prolina, el polimorfismo
modificaria el estado de fosforilacion del motivo de interaccién. Finalmente, en el
caso de la unién a PIP, el polimorfismo afectaria directamente al motivo de
interaccion.

Los motivos conservados en la secuencia de las profilinas son responsables de la
amplia presencia de reacciones alérgicas cruzadas entre profilinas de distintas
especies y alimentos de origen vegetal.

El polimorfismo de las profilinas conduciria por otra parte a la existencia tedrica de
epitopos continuos y conformacionales diferenciales en estas proteinas, reconocidos
por células T y B del sistema inmune humano. Este mecanismo explicaria la
presencia de reacciones especificas a determinadas isoformas de profilinas por
parte de los pacientes alérgicos.

Los resultados experimentales obtenidos confirman diversos aspectos predichos
sobre la base del andlisis de las secuencias primarias que incluyen: a) la presencia
de distintas isoformas de profilinas, b) la reactividad diferencial de las distintas

isoformas a distintos antisueros, y c) la amplia localizacion celular de las profilinas.
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SUMMARY






Summary

Profilin are ubiquitous and multifunctional proteins which are present in
numerous pollens. They play key roles in the regulation of the actin cytoskeleton
and in the processes of cell signalling. In plants, they are encoded by multigenic
families, showing a large number of isoforms or variants. Profilins also have
great interest as allergens.

The present Ph.D. report analyzes profilin (Ole e 2 allergen) polymorphism
in the pollen of the olive tree and other four species with allergenic potential
(Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense and Zea mays). This
analysis was carried out by means of cellular and molecular techniques. Profilin
sequences obtained from the pollen of a wide representation of the olive tree
germplasm (24 cultivars) were compared between themselves, and also with those
obtained from the others four species. All these sequences represent the basis for
an extensive study carried out in silico, which includes the analysis of sequence
conservation, structural stability, presence of posttranslational modifications,
physicochemical properties and 3D structure of the resulting proteins.
Polymorphism has also been analyzed as regard to several parameters involved in
the allergenic character, as are the presence of modifications in the antigenicity
of the profilin molecule, or the presence of amino acid substitutions in the
immunodominant epitopes involved in the recognition by T and B cells of the
human immune system. The presence of polymorphism has been experimentally
documented, and the differential reactivity of the different forms of profilin to

several antibodies has been proved.



Finally, cellular localization of profilin has been performed by using
transmission electron microscopy immunocitochemistry. Several of the antisera
used showed differential localization of these proteins.

In conclusion, the present study represents a wide screening of the
molecular characteristics of the profilin in the olive pollen, and its comparison
with those of other species, which allows us to predict numerous biological and
clinical implications. The analytical determination of such implications can be

clearly facilitated by this study.



THESIS APPROACH &
OBJECTIVES






Thesis approach and objectives

As set out throughout the introduction section, plant profilins belong to multigenic
families in plants, showing numerous isoforms and being widely present in many
different plant tissues and organs. Profilins possess interaction domains for numerous
ligands and can be considered multifunctional proteins, since they are involved in the
control and regulation of the actin cytoskeleton and in cell signalling. Furthermore,
profilins have allergenic characteristics in the pollen of many plants. Despite this wide
functionality and their numerous and interesting peculiarities, they began to be studied
and characterized in Olea europaea L. only at the end of the 90’s, and mainly in relation
to their allergenic characteristics. The present work is intended to characterize the
genetic variability of pollen profilins in a wide representation of the germplasm of Olea
europaea L., as well as other species like Betula pendula, Corylus avellana, Phleum pratense
and Zea mays.

The main objective of the present work is to analyze in silico the characteristics of the
different isoforms and clones obtained, and to establish in a theoretical way the
implications of this polymorphism for many different aspects of the protein

functionality, also including their allergenic characteristics.

For this purpose, the following specific objectives are proposed:

1. To obtain a significant number of profilin sequences from the mature pollen of a
wide sample of the olive germplasm, and from other species broadly distributed

and with allergogenic relevance.

2. To characterize structurally the sequences obtained by using bioinformatics tools,

determining the extension of polymorphism.

3. To predict the influence of polymorphism on the 3D-structure, the biological

function and the interactions with different ligands.



To analyze in silico the influence of the intraspecific polymorphism of olive profilins
on their allergenic character and the presence of cross-reactions with different

species.

To characterize the expression and the differential reactivity of profilins from Olea
europaea L. and other sources to anti-profilin sera, and to establish their cellular
localization. This objective is intended to show the real presence of differences

among the profilins analyzed on the basis of the predictions performed.



CONCLUSIONS






High nucleotide conservation in certain areas of the profilin sequence permits
the design of highly efficient methods for the amplification of profilin mRNA

and gDNA sequences from pollens of different sources.

Conservation is located in precise positions of the molecule, whereas the
remaining positions display a high degree of polymorphism, particularly in
Olea europaea. Such level of polymorphism is even higher than that shown by
other pollen gene products so far considered like highly variable; it also

probably affects other numerous species.

The comparison of the primary sequences clearly delimits the phylogenetic
origin of profilins as regard to species and families. However, the high level of
polymorphism makes difficult the establishment of varietal relationships in the

olive.

One of the major factors able to generate polymorphism in the profilins studied,
in addition to the microheterogeneities present in the primary sequence, is the
occurrence of numerous potential posttranslational modifications, specially

phosphorylations.

The generation of profilin isoforms as the result of “alternative splicing” is not
expected at least in olive, since no introns have been detected in the sequences

analyzed.

Profilin 3-D structures in the species analyzed properly match the structural
models of plant profilins present in the databases, as the result of the high
conservation in key residues for the geometry of the protein. Alternatively,
polymorphic residues generate small local modifications in both the 2-D and 3-
D structures, which do not affect the basic structure of the skeletal carbonated

protein.



7.

10.

11.

The presence of cysteine residues in the sequence seems to be no relevant for
the maintenance of 3-D structure in the profilins analyzed, although it could

explain the presence of dimers/multimeric forms.

The described polymorphism may widely affect the functionality of profilins by
means of modifications in their capacity of binding their different natural
ligands. As for actin binding, polymorphism would affect regions of profilins
indirectly involved in the interaction between both proteins. Regarding
PLP/prolin-rich proteins, the polymorphism would modify the phosphorylation
state of the interaction motif. Finally, with regard to PIP, polymorphism would

directly affect the interaction motif.

Conserved motifs within the profilin sequences are responsible of the wide
presence of crossed allergic reactions between profilins from different species

and plant-derived food.

Profilin polymorphism would lead on the other hand to the putative presence
of differential continuous and conformational epitopes in these proteins, which
can be recognized by T and B cells of the human immune system. This
mechanism may explain the presence of specific reactions to particular isoforms

of profilins in allergic patiens.

The experimental results obtained confirm several aspects already predicted on
the basis of the analysis of the primary sequences. These include: a) the
presence of different profilin isoforms, b) the differential reactivity of profilin

isoforms to different antisera, and c) the wide cellular localization of profilins.
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