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Resumen

En las plantas, los azlcares desempefan un papel esencial como sustratos para la
produccién de energia y de esta manera, puedan sustentar el metabolismo, el crecimiento
y el desarrollo. Por otro lado, también son capaces de actuar como moléculas
sefalizadoras, implicadas en la regulacion de la expresion génica de diversas vias
metabdlicas y en el proceso de desarrollo. Por lo cual, las plantas cuentan con diversos
mecanismos para detectar y responder ante las fluctuaciones en los niveles de azucares.
A través de diversos estudios realizados en las Ultimas décadas, se han identificado una
gran variedad de genes implicados en el metabolismo del carbono y nitrégeno, que
responden a cambios en las concentraciones de azUcares presentes en la planta. Se sabe
gue, la transcripcién de una porcién relativamente amplia del genoma de Arabidopsis (mas
de 2000 genes), se encuentra regulada directamente por las sefiales generadas por los
niveles de azlcares. Mientras que otros genes, estan probablemente afectados
indirectamente por los cambios en las actividades metabdlicas inducidas por las
fluctuaciones en los niveles de éstos. Con el propdsito de comprender los mecanismos
involucrados en este tipo de respuestas, se pretende identificar a nuevos elementos que
participan en las vias de sefializacién por azlcares. Diversos estudios han demostrado que
la expresion del gen STP1 (SUGAR TRANSPORTER PROTEIN1) se regula negativamente
por la presencia de azlcares, de una manera relativamente rapida y robusta, alin en bajas
concentraciones. Para identificar al(os) elemento(s) en cis que regulan la represién de STP1
por azucares, en el presente trabajo, se realiz6 un analisis de una regién de 310 pb de la
region promotora de dicho gen, que contiene diversos elementos en cis reconocidos por su
participacion en la regulacién transcripcional por azlcares, y a partir de esta, se delimito
una region de 69 pb, que se encuentra situada entre los sitios -1275 a -1199 pb antes del
sitio de inicio de la traduccién, como necesaria para ejercer la represion por azucares.
Mediante un estudio paralelo realizado en el laboratorio, se identific6 a un factor de
transcripcion que se une al elemento CACATG identificado en estas 69 pb en respuesta a
azucares, el cual contiene parte del nucleo del elemento G-box, implicado en diversas
respuestas relacionadas con distintos tipos de estrés. El analisis de sustitucion de bases de
este elemento candidato revelé que éste es necesario para conferir la respuesta de
represion de STP1 en presencia de glucosa. Estos resultados permiten posicionar al

elemento CACATG, como un nuevo elemento regulador en la represion por azlicares.



Abstract

In plants, the carbon compounds play an essential role as structural components and
energetic compounds such as cellulose and glucose respectively for a proper plant
development but also act as signaling molecules that regulate gene expression in plants.
Therefore, plants have different mechanisms to detect and respond to fluctuations in their
levels. Through several studies carried out in recent decades, a large variety of genes have
been identified to respond to the sugars conditions during the different growth stages. In
Arabidopsis genome, more than 2000 gene are directly regulated by signals generated by
sugar levels, although a large number of genes that are regulated by sugars, only a few
components involved in this regulation are known. In order to identify the elements involved
in the response to sugars, in particular glucose, this work focuses on the study of the STP1
(SUGAR TRANSPORTER PROTEIN1) gene, wich is negatively regulated by the presence
of glucose, in a relatively rapid and robust manner, even at low concentrations. The analysis
of a fragment of 310 bp of their promoter region, containing several cis-elements recognised
by their participation in the transcriptional regulation by sugars, and from this, a region of 69
bp was delimited, that is located between the -1275 to -1199 bp before the start of translation
site, as necessary to perform the repression. Through a study conducted in the laboratory,
it was possible to identify a transcription factor that binds to the CACATG element identified
in this 69 bp in response to sugars, which contains part of the nucleus of the G-box element,
involved in diverse responses related to different types of stress. The base-substitution
analyses revealed that this element is necessary to confer the repression response of STP1
in the presence of glucose. These results allow positioning the CACATG element, as a new
regulating element in the repression by glucose.
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“Identificacion de los elementos en cis que participan en la represion del gen
STP1 (SUGAR TRANSPORTER PROTEIN1) por glucosa”

1 Introduccion

Ademas de estar involucrados en numerosos procesos fisiolégicos y bioquimicos, tales
como moléculas de almacén de energia, componentes estructurales de la pared celular, o
sustratos para la sintesis de carbohidratos mas complejos como el almidén. Los azUcares
también son capaces de desempefiar una funcién similar al de las hormonas, actuando
como mensajeros primarios implicados en la transduccion de sefiales (Rolland et al., 2002;
Price et al., 2004). En plantas, la produccion de azuUcares mediante el proceso de la
fotosintesis es una actividad fundamental a lo largo de todo su ciclo de vida. Por lo cual, el
transporte y consumo de azucares, asi como su almacenamiento, Son procesos sumamente
dinamicos y estan acoplados a la fisiologia celular, la identidad del érgano, las sefiales
percibidas desde el exterior y a las distintas etapas de desarrollo en las que se encuentre
la planta (Sheen et al., 1999).

La habilidad que poseen las plantas para percibir los niveles de azGcares y desencadenar
una respuesta consecuente, constituye un mecanismo de control que integra las
condiciones ambientales externas como la luz, los nutrientes y los diversos tipos de estrés
a los que se encuentra sometida, junto con los distintos programas de desarrollo que son
dirigidos por hormonas (Koch et al., 1996; Sheen et al., 1999; Rolland et al., 2006). Durante
varias décadas, los efectos que tienen los azlcares en la expresion génica, los cuales
afectan a los procesos de crecimiento y desarrollo de la planta, se han atribuido
generalmente a alguno de los productos de su propio metabolismo y a la produccion de
energia. La negativa de considerar a los azticares como moléculas sefializadoras se basé
en el hecho de que se requieren altas concentraciones de éstos para tener un efecto similar
al de las hormonas (Sheen et al., 1999). Sin embargo, en los Ultimos afios, diversos estudios
han evidenciado que los procesos de percepcion y sefalizacion por azlcares se realizan
incluso en concentraciones milimolares, en los cuales, podrian estar involucrados diferentes
tipos de moléculas como enzimas y transportadores para percibir a los azucares (Koch et
al., 1996; Sheen et al., 1999; Rolland et al., 2002).



1.1 El metabolismo de los azlcares

La regulacion de los niveles de azlcares en plantas es un proceso sumamente complejo.
Como productores primarios, las plantas constan de 6rganos y tejidos que se encargan de
sintetizar carbohidratos, los cuales son conocidos como tejidos fuente o exportadores; entre
los cuales se encuentran las hojas maduras, capaces de realizar el proceso de fotosintesis.
Por otro lado, se encuentran los érganos que requieren del importe constante de fuente de
carbono, conocidos como 6rganos consumidores o importadores, como son las raices, los
tallos y las hojas jovenes. En general, la disponibilidad de azucares esta vinculada con el
crecimiento y desarrollo de la planta, pero no se sabe exactamente como se lleva a cabo la
regulacion de este proceso (Rolland et al., 2006). La integracion de este tipo de sefiales
con el metabolismo es de suma importancia para las plantas, por lo tanto, las vias de
sefalizacién por azucares deben de estar bastante coordinadas con la disponibilidad de
otros nutrientes esenciales como son el nitrégeno, fosfato, sulfato y las distintas condiciones
de luz, a las que se someten (Koch et al., 1996; Sheen et al., 1999; Gupta y Kaur, 2005;
Rolland et al., 2006).

El metabolismo de los carbohidratos, especialmente la sintesis y degradacion del almidén,
de la celulosa y de la sacarosa, son fundamentales para el desarrollo de la planta; por lo
cual, es importante comprender los mecanismos involucrados en estos procesos. La
sacarosa es una molécula clave en el metabolismo de los azlcares, debido a que se
transporta preferentemente desde las hojas hacia todas las células de la planta (Rolland et
al., 2006). Por su parte, el almidén actiia como una molécula de almacén de energia en las
células; su descomposicion en moléculas mas sencillas como las hexosas y su posterior
degradacion, asegura la disponibilidad de energia y nutrientes durante los periodos de baja
actividad fotosintética como la germinacién y los periodos de oscuridad. Debido a que las
plantas son organismos sésiles, han evolucionado para adquirir y aprovechar la
disponibilidad de nutrientes que aseguren su supervivencia. Por lo tanto, su capacidad para
responder a diversos estimulos adversos requiere de una coordinacibn sumamente
compleja de varios y diversos mecanismos que le permiten integrar sus respuestas con su
metabolismo, crecimiento y desarrollo. La variacion en los niveles de azlcares presentes
en la planta a lo largo de su ciclo de vida, proporciona una amplia gama de sefiales que la

planta debe ser capaz de interpretar para generar una respuesta acorde (Koch et al., 1996).

En las plantas, la expresion de diversos genes como los implicados en la sintesis de

polisacaridos y de pigmentos, los de proteinas de almacenamiento, asi como genes



asociados con las respuestas de defensa y la respiraciébn, se promueve por altas
concentraciones de azucares. Por el contrario, la privacion de azucares induce la expresion
de genes implicados en la fotosintesis y en la movilizacion de recursos para obtener energia
a partir de la degradacién de almiddn, lipidos o proteinas (Koch et al., 1996; Rolland et al.,
2006).

1.2 Laparticipacion de los azucares en el desarrollo de la planta
Los azucares poseen diversos efectos en el crecimiento y desarrollo de la planta. Los
niveles de acumulacion de los transcritos de un gran nimero de genes son afectados por
cambios en los niveles de azlcares presentes en la planta (Price et al., 2004; Lastdrager et
al., 2014). El crecimiento de la planta implica un aumento en el volumen celular, en la tasa
de divisién celular, y en la actividad de los programas de desarrollo que especifican la
identidad de tejidos y 6rganos. Los mecanismos moleculares que conducen a la divisién y
expansion celular dependen en gran medida de la disponibilidad de fuente de carbono para
proporcionar energia y biomasa (Lastdrager et al., 2014). Se evidencio la expresion de las
ciclinas del tipo D CYCD2 y CYCD3, los cuales son dos reguladores del ciclo celular y
ademas promueven la generacién de nuevas células, es inducida por la presencia de
azucares, promoviendo asi la progresion del ciclo celular (Riou-Khamlichi et al., 2000). La
transicion a la fase de expansion celular comienza con la inactivacion de las ciclinas y de
diversas cinasas dependientes de ciclinas (CDKs; cycline-dependent kinases). La
expansion celular es modula principalmente por la turgencia, sin embargo, se desconocen
los mecanismos moleculares que la controlan. Aunado a esto, la expresion ectépica de las
CDKs inhibe la expresion de un regulador negativo de la division celular denominado KRP
(KIP-RELATED PROTEIN) en Arabidopsis, lo cual sugiere que una disminucion en la tasa

de division celular propicia un aumento en la tasa de expansién celular.

Los niveles de azucares son temporal y espacialmente regulados en la planta. Las diversas
enzimas que participan en el metabolismo y transporte de los azlcares, son esenciales para
poder regular el crecimiento y desarrollo de la planta de una manera precisa, como ocurre
en la transicion entre la fase vegetativa y la fase generativa (Rolland et al., 2006). Los
transportadores de sacarosa y las invertasas regulan la distribucion de azlcares y de los
metabolitos derivados de estos, entre los tejidos consumidores y los tejidos fuente, lo cual
afecta el crecimiento.

Por otro lado, también se ha reportado que los distintos tipos de azlcares son capaces de

desempeniar diversos papeles en la regulacion de los procesos fisioldégicos en cada uno de



los estadios de desarrollo de la planta (Rolland et al., 2006; Smeekens et al., 2009; Eveland
y Jackson, 2012;). Durante el proceso de germinacion y el desarrollo temprano de la planta,
los niveles exdgenos de azucares desempefian un papel muy importante. La presencia de
bajas concentraciones de manosa (10 mM), es capaz de inhibir la germinacion de semillas
de Arabidopsis (Pego et al., 1999). Mientras que, la adicién de ABA (acido abscisico) en
concentraciones micromolares, también posee un efecto inhibidor durante la germinacion
(Pego et al., 1999). Se ha demostrado que la adicion de glucosa (60mM), la cual es un
azucar metabolizable, es capaz de contrarrestar los efectos inhibitorios del ABA y de la
manosa (Pego et al., 1999). Sin embargo, en otras etapas del desarrollo de la plantula, los
azlcares, como la glucosa, también actian como inhibidores cuando estan presentes en
concentraciones que van desde 30 a 300 mM. Este efecto inhibidor no es debido al estrés
osmotico que puede generar la presencia de este azucar (Price et al., 2003).

Ademas de regular el desarrollo vegetativo, los azicares como la glucosa en el meristemo
apical del brote (SAM), son esenciales para inducir el proceso de floracion en Arabidopsis
(Bernier y Perilleux, 2005). Durante la induccién floral, se presenta un incremento en el flujo
de transporte de carbohidratos desde las hojas. Diversos ensayos, utilizando plantas
crecidas en oscuridad, han demostrado que el suministro de sacarosa a las partes aéreas
de la planta, se encarga de promover los procesos de morfogénesis y el desarrollo floral
(Bernier y Perilleux, 2005). Por otro lado, la sacarosay la glucosa participan en la regulacion
de la transicion entre el ciclo celular y el endociclo (ciclo celular en el cual las células replican
su genoma sin intervencion de la mitosis incrementando la ploidia, para contribuir al
crecimiento y desarrollo de los érganos y tejidos) y en la acumulacion de moléculas de

reserva durante el desarrollo del embrién (Borisjuk et al., 2003).

1.3 Regulacion de la expresion génica por azucares
Se ha establecido que los azUcares desempefian un papel muy importante en la regulaciéon
de la interaccién entre los tejidos fuente y los consumidores, y en la supervivencia de la
planta, ante distintos tipos de estrés (Roitsch, 1999; Borisjuk et al., 2003; Blasing et al.,
2005; Rolland et al., 2002). Debido a ello, se han realizado diversos estudios para dilucidar
los mecanismos mediante los cuales, los azlcares, son capaces de regular la expresion de
una gran variedad de genes que codifican para proteinas involucradas en diversos procesos
metabolicos. Tales procesos se inducen o reprimen, dependiendo de las concentraciones
de azucares en la célula (Sheen et al., 1999; Price et al., 2004; Rolland et al., 2006). Se han

empleado diversos sistemas para identificar elementos en cis y factores en trans



involucrados en la respuesta a azlcares en plantas. A partir de estos estudios, se demostrd
gue la regulacion por azucares de diversos genes, puede estar mediada por distintos
mecanismos (Sheen et al., 1999). Price y colaboradores (2004) sugirieron que es necesaria
la sintesis de novo de algunos factores en trans para llevar a cabo la represion de ciertos
genes en respuesta a azlcares. El papel de los azlcares no esta limitado a la regulacion a
nivel transcripcional, puesto que también son capaces de regular genes de manera post-
transcripcional, induciendo cambios en la estabilidad del mRNA, a nivel de la traduccién o
en la estabilidad de las proteinas (Rook et al., 1998; Rolland et al., 2006). En Arabidopsis,
se han identificado y caracterizado un gran nimero de genes que son inducidos por la
exposicion a prolongados periodos de oscuridad, conocidos como DIN (DARK INDUCED).
Ademas, estos genes también se inducen durante la senescencia y cuando las
concentraciones de azucares son bajas, mientras que, un aumento en la concentracion de
la sacarosa, glucosa o 2-desoxiglucosa reprimen su expresion. Este efecto no se presenta
al utilizar manitol ni tampoco 3-O-metilglucosa como fuente de carbono (Fuijiki et al., 2001).
Diversos andlisis, utilizando inhibidores de la actividad de diversas fosfatasas y cinasas,
han demostrado que los procesos de sefializacion en respuesta a bajas concentraciones
de azucares, involucran la fosforilacién o desfosforilacion de una gran variedad de proteinas
(Fujiki et al., 2000).

Price y colaboradores (2004) determinaron el efecto de la glucosa en los perfiles
transcripcionales de plantulas de Arabidopsis y encontraron que, en presencia de glucosa
(150 mM), se indujo la acumulacion de 444 genes mientras que disminuyé la abundancia
de 534. Estos genes se encuentran involucrados en diversos procesos como la fotosintesis,
el metabolismo de nitrégeno, lipidos, carbohidratos, la sintesis de hormonas, la
transduccién de sefales, el transporte de metabolitos a través de membrana; asi como en
la utilizacion de otras fuentes de carbono. Hasta el momento, se han descrito multiples vias
de transduccién de sefales por azlcares en las plantas, cuyos componentes incluyen
receptores/sensores iniciales, factores en trans y elementos en cis. Es a partir de estas
cascadas de sefializacion que se transmiten e interpretan muchas de las sefiales generadas

por los niveles de azucares.

1.3.1 Induccién de la expresion de genes mediada por azlcares
Las altas concentraciones de azlcares en el interior de la célula, inducen la expresion de
genes implicados en el almacenamiento de carbohidratos y proteinas, en el metabolismo

de la sacarosa, en la defensa ante el ataque de patégenos y en el metabolismo secundario.



La aplicacidon de azlcares en hojas y peciolos escindidos de la batata (Ipomoea batatas)
induce la expresion de los genes que codifican para la esporamina A y la B-amilasa, los

cuales, participan en el almacenamiento de azucares en la raiz (Nakamura et al., 1991).

Diversos genes involucrados en el metabolismo de la sacarosa, particularmente la sacarosa
sintasa y la invertasa, estan rigurosamente regulados por azucares. El gen que codifica
para la sacarosa sintasa (SUS), se regula positivamente por altas concentraciones de
glucosa en distintas especies como la papa (Solanum tuberosum), el arroz (Oryza sativa),
el haba (Vicia faba) y en Chenopodium rubrum (Karrer y Rodriguez, 1992; Heim et al., 1993;
Godt et al.,, 1995). Un estudio del perfil transcriptbmico en Arabidopsis revel6 que la
sacarosa regula positivamente los niveles de los transcritos de diversos genes que
participan en la biosintesis de antocianinas, incluyendo a los que codifican para las enzimas
fenilalanil-amonio liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI),
dihidroflavonol reductasa (DFR) y de un factor transcripcional encargado de regular la via
de sintesis de antocianinas, denominado PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT1
(PAP1) (Solfanelli et al., 2006). Cuando ocurre un aumento en los niveles enddégenos de
azUcares se induce la expresiébn de genes asociados con la captacion y fijacion del
nitrégeno. En plantas de Arabidopsis adaptadas a la oscuridad, la disponibilidad de
sacarosa es capaz de reemplazar el suministro de luz necesario para inducir la acumulacién
del transcrito de la enzima nitrato reductasa (NR1) (Cheng et al., 1992). Por otro lado, el
suministro de sacarosa, durante periodos prolongados de oscuridad, es capaz de inducir la
expresion de un par de transportadores de nitrato en raiz (Lejay et al., 1999). Estos
resultados sugieren que los azlcares actlan en diversos pasos en el proceso de

asimilacion del nitrégeno y viceversa (Lejay et al., 1999).

1.3.2 Represion de genes mediada por azUcares
En las células fotosintéticamente activas, cuando el suministro de sacarosa es superior a la
demanda de fuente de carbono por parte de las células consumidoras se induce la represion
de diversos genes que participan en el proceso de la fotosintesis, como un mecanismo de
control por retroalimentacion. Una serie de ensayos de expresion transitoria en protoplastos
de mesdfilo de maiz (Zea mays) demostrd que, en presencia de azucares, se reprime de
manera especifica la actividad transcripcional de diversos genes fotosintéticos como CAB
(CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN) y de la subunidad menor de la ribulosa bifosfato
carboxilasa (rbcS; ribulose bisphosphate carboxylase Small subunit) (Sheen, 1990). En

cultivos celulares de C. rubrum disminuye el nivel de transcrito del gen rbcS, en presencia



de altas concentraciones de glucosa (Krapp et al., 1993). En Arabidopsis, los azlcares
reprimen la expresion de los genes rbcS y de la plastocianina (PC; Plastocyanin), de manera

completamente independiente de la luz (Dijkwel et al., 1996).

Por otra parte, las altas concentraciones de azlcares también reprimen a una gran variedad
de genes implicados en la removilizacién de reservas de fuente de carbono, como el
almidon, y del catabolismo de lipidos. Durante el proceso de germinacion y el desarrollo
temprano de la plantula en Arabidopsis, los lipidos almacenados en la semilla se convierten
en sacarosa y se transportan al embridon para proporcionar energia e intermediarios
metabdlicos, para el posterior desarrollo y crecimiento de la planta, donde el ciclo del
glioxilato desempefia un papel crucial. Se ha demostrado que, en células de pepino
(Cucumis sativa), la induccion de la expresiéon de los genes que codifican para las enzimas
malato sintasa (MS) e isocitrato liasa (ICL), se puede revertir mediante la adicién de

sacarosa o glucosa al medio (Graham et al., 1994).

En cereales, durante el proceso de germinacion y el desarrollo temprano de la planta, el
escutelo, la aleurona y el endospermo, actian como una fuente de carbono no fotosintética.
La enzima a-amilasa secretada por la aleurona y el escutelo se encarga de degradar el
almidon almacenado en el endospermo a azucares mas simples, los cuales se transportan
posteriormente hacia el embrién (Thomas y Rodriguez, 1994). La expresion del gen de la
a-amilasa (a-Amy) en arroz, se induce por giberelinas y bajas concentraciones de azlcares,
y se reprime cuando los niveles de glucosa y sacarosa aumentan (Yu et al., 1991). También
se ha reportado que los azlcares metabolizables, como la glucosa, reprimen la expresion
del gen a-AMY en embriones de arroz y cebada (Perata et al., 1997; Umemura et al., 1998).

1.4 Los azucares como moléculas sefializadoras
Los azlicares modulan diversos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas,
mediante la regulacion de la expresion de una gran variedad de genes. La manera mediante
la cual, los azlcares son capaces de inducir cambios en la expresion de genes no esta del
todo clara y, ademas, no en todos los casos se conoce la molécula que desencadena la
cascada de sefializacion (Gibson, 2005). A pesar de que la sacarosa y la glucosa parecen
detectarse de manera directa por diversos sensores, en algunos casos, otros tipos de
azucares, como la trehalosa o algin metabolito derivado de la glucosa, pueden ser los
verdaderos desencadenantes de la cascada de sefializacion (Gibson, 2005). Diversos

estudios han demostrado que la trehalosa-6-fosfato (T6P) participa en el control de algunas



de las respuestas a azlcares en plantas (Eastmond et al., 2003). Por otro lado, se ha
sugerido que muchas de las respuestas en realidad dependen de los cambios en la relacién
C:N presentes en la planta (Coruzzi et al., 2001). En diversos estudios se han utilizado una
gran variedad de analogos metabolizables y no metabolizables de la glucosa y sacarosa
para tratar de averiguar cual de estas moléculas, y cuales de los pasos de su metabolismo
y transporte dentro de las células, se perciben como sefales por parte de la planta. Sin
embargo, existen diversos problemas potencialmente significativos asociados con el uso de
los analogos de la glucosa y sacarosa en la caracterizacion de las vias de sefalizacion en
respuesta a azlcares, como son el estrés osmoético, el agotamiento del fosfato disponible

en la célulay las fluctuaciones en la relacién C/N (Gibson, 2005).

En las Ultimas décadas se han identificado diversos componentes que participan en las vias
de sefializacion por azlicares en Arabidopsis. Estos avances se han logrado principalmente
utilizando dos estrategias. La primera consiste en el uso de genes reporteros fusionados a
la regibn promotora de un gen, cuya expresion se encuentra regulada por azucares, este
método fue empleado para identificar diversas mutantes como sucrose uncoupled (sun)
(Dijkwel et al., 1996), reduced sucrose response (rsr) (Martin et al., 1997) e impaired
sucrose induction (isi) (Rook et al., 2001), las cuales mostraron una alteracién en la
expresion del gen reportero en respuesta a azlcares. La segunda estrategia se basa en el
hecho de que las plantas tipo silvestre de Arabidopsis, son incapaces de germinar en
presencia de altas concentraciones de azucares (principalmente glucosa, a una
concentracion de 300 mM). Con base en este fenotipo, se han aislado y caracterizado
diversas mutantes capaces de germinar y desarrollarse en medio con altos niveles de
azucares, tales como glucose insensitive (gin) (Zhou et al., 1998), sugar insensitive (sis)
(Laby et al., 2000), mannose insentive germination (mig) (Pego et al., 2000) y sucrose
insensitive growth (sig) (Pego et al., 2000), entre otras. Por otro lado, esta misma estrategia
ha servido para identificar a diversas mutantes con una mayor sensibilidad a los azulcares,
comparadas con plantas del tipo silvestre como glucose supersensitive (gss) (Pego et al.,
2000), sucrose super sensitive (sss) (Pego et al., 2000) o pleiotropic regulatory locusl (pril)
(Nemeth et al., 1998).

1.4.1 El efecto de la sacarosa en la expresion de genes
El hecho de que la sacarosa sintasa o la invertasa pueden catalizar la hidrélisis de sacarosa
en glucosa y fructosa, dificulta distinguir la sefializacion especifica de la sacarosa de la

derivada de las hexosas. Sin embargo, diversos experimentos han evidenciado que la



sacarosa se percibe por las células a través de un mecanismo distinto del que se utiliza
para detectar a las hexosas (Chiou y Bush, 1998; Rolland et al., 2006). Se ha reportado que
la sacarosa reprime los niveles del transcrito de un gen que codifica para un transportador
de sacarosa y protones del tipo “simporter” en remolacha (Beta vulgaris) y, ademas, el
efecto de la sacarosa en la expresiébn del gen no se replica por el suministro de
concentraciones equimolares de sorbitol 0 hexosas (Chiou y Bush, 1998). Por otra parte, la
adicion de manoheptulosa, un inhibidor de la actividad de la hexocinasa, no fue capaz de
abolir el efecto de la sacarosa, este dato indica que la via de sefalizacion en respuesta a
sacarosa no requiere de la participacion de hexocinasa como sensor (Chiou y Bush, 1998).
En Arabidopsis, la expresién de un factor transcripcional de la familia bZIP, denominado
ATB2, se reprime a nivel traduccional por la presencia de concentraciones fisioldgicas de
sacarosa. Este efecto no se produce al utilizar concentraciones equimolares de glucosa,
fructosa, maltosa, lactosa o rafinosa (Rook et al., 1998). Ademas, se ha reportado que en
la regién 5° UTR (“UnsTralated Region”) del gen ATB2, existe una secuencia altamente
conservada que es esencial para que ocurra la respuesta de represién en presencia de
sacarosa (Wiese et al., 2004). Otro gen que codifica para el factor transcripcional de la
familia bZIP, denominado AtbZIP2, posee la misma secuencia altamente conservada, y
también se regula negativamente a nivel traduccional por la presencia de sacarosa, lo cual
indica que existe una via de sefializacién por sacarosa encargada de regular la traduccién

de diversos factores de transcripciéon de la familia bZIP (Wiese et al., 2004).

1.4.2 Latrehalosay Trehalosa-6-fosfato como moléculas sefializadoras
La biosintesis de la trehalosa, un disacérido no reductor que se encuentra en muy bajas
concentraciones en el interior de la célula, requiere de la participacion de dos enzimas clave,
la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) y la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP). Por una parte,
la TPS cataliza la formacién de trehalosa-6-fosfato (T6P) a partir de una molécula de UDP-
glucosa y otra molécula de glucosa-6-fosfato (G6P). Mientras que, la TPP es la encargada
de desfosforilar a la T6P produciendo trehalosa. A su vez, la trehalosa puede ser
metabolizada en dos moléculas de glucosa por una trehalasa (Ramon y Rolland, 2007). El
genoma de Arabidopsis cuenta con 11 posibles genes que codifican para TPS y 10 para
TPP (Leyman et al., 2001). Se ha reportado que en levadura (Saccharomyces cerevisiae),
la sintesis de trehalosa regula el flujo de glucosa en el proceso de la glucdlisis. Mientras
que la T6P, actia como un regulador inhibiendo la actividad de la enzima hexocinasa

(Thevelein y Hohmann, 1995). Ademds, se evidencié que plantulas de Arabidopsis



expuestas a altas concentraciones de trehalosa (25 mM) presentaron una reduccién en la
elongacion de la raiz y un incremento en los niveles de almidén en los brotes, sin que éstos
afectaran los niveles de azucares solubles. Asimismo, se detecté un aumento en los niveles
de actividad de la enzima AGPasa (ADP-glucosa pirofosforilasa) y un incremento en la
expresion del gen ApL3 (el cual codifica para la subunidad mayor de la ADP-glucosa
fosforilasa), las cuales catlaizan el paso limitante en la sintesis de almidén (Wingler et al.,
2000). Por otra parte, se ha demostrado que la adicion de trehalosa promueve la
acumulacién de T6P, lo cual inhibe el proceso de crecimiento en ausencia de otros azlcares
metabolizables (Schluepmann et al., 2004). Estos resultados coinciden con lo observado
en plantas transgenicas de Arabidopsis que sobre-expresan el gen que codifica para la
TPS, las cuales presentaron altos niveles de T6P y almidén, aunado a un incremento en la
actividad AGPasa (Kolbe et al., 2005). Por otro lado, la sobre-expresién del gen que codifica
para la TPP en plantas transgenicas, provocé un decremento en los niveles de T6P e
impidio la activacion de la AGPasa, aun en presencia de sacarosa o trehalosa (Kolbe et al.,
2005). Un aumento en los niveles de azlcares y T6P en Arabidopsis, inducen la actividad
redox de la AGPasa, lo cual sugiere que la T6P es capaz de actuar como una sefial
metabdlica implicada en la percepcion de los niveles de fuente de carbono presentes en la
célula (Lunn et al., 2006). Un gran numero de analisis por microarreglos, han demostrado
gue la disponibilidad de los azucares y los niveles de nitrégeno en la célula, son importantes
en la regulacion de los genes que codifican para las enzimas TPS y TPP (Wang et al., 2003;
Contento et al., 2004, Price et al., 2004). Por otra parte, se ha demostrado que la trehalosa
es capaz de actuar como protector ante distintos tipos de estrés en diversas especies de
plantas y levaduras. En Arabidopsis, la sobrexpresion del gen AtTPS1, aumenta los niveles
de T6P presentes en la planta, que se correlacionan con un incremento en los niveles de
trehalosa, lo cual aumenta la tolerancia a sequia y disminuye la sensibilidad a altas
concentraciones de glucosa durante el desarrollo temprano de la planta. Ademas de permitir
la germinacion en presencia de concentraciones inhibitorias de ABA (Avonce et al., 2004).
Sin embargo, debido a la ausencia de altas concentraciones de trehalosa en las plantas, se
le atribuye a la T6P el papel de fungir como una molécula sefial que induce la respuesta de
tolerancia ante distintos tipos de estrés, en lugar de la capacidad osmoprotectora de la
trehalosa (Gibson, 2005).
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1.4.3 El papel de la glucosa en laregulacion de la expresion de diversos

genes
La glucosa actia como una molécula sefializadora en la regulacion de la expresion génica
y en los procesos de crecimiento y desarrollo. La identificacion y caracterizacién de un gran
nimero de genes implicados en la percepcién y sefializacibn por glucosa, como la
hexocinasal (HXK1), RGS1 (un regulador negativo de la actividad de la proteina G) y la
SnRK1 (Sucrose non-fermentig Related Proteinl) han facilitado la comprension de los

mecanismos de sefializacion por azucares en plantas (Rolland et al., 2006; Lu et al., 2007).

Price y colaboradores (2004) determinaron el efecto de la glucosa en los perfiles
transcripcionales de plantulas de Arabidopsis, y encontraron que en presencia de glucosa
(150 mM), se indujo la acumulacién de 444 genes mientras que disminuypo la acumulaci’pn
de 534. Estos genes se encuentran involucrados en diversos procesos como la fotosintesis,
el metabolismo de nitrégeno, lipidos, carbohidratos, la sintesis de hormonas, la
transduccién de sefiales, el transporte de metabolitos a través de membranas, asi como la

regulacion de genes implicados en la utilizacion de otras fuentes de carbono.
1.5 Vias de sefializacion por glucosa en plantas

1.5.1 LaHXK1 actua como un sensor de glucosa en plantas

En muchos organismos, las hexocinasas actian como sensores de azucares y se
encuentran conservados en las plantas (Rolland et al., 2006). Ademas de su actividad
catalitica en la via de glucdlisis (donde se encarga de transferir un grupo fosfato desde una
molécula de ATP a una hexosa), se ha determinado que la HXK1 es capaz de percibir los
niveles de hexosas presentes en las células, y desencadenar un tipo de respuesta acorde
a éstos (Xiao et al., 2000; Smeekens et al., 2009). Por lo tanto, se reconoce a esta enzima
como un sensor de hexosas, principalmente de glucosa. Ademas, se ha evidenciado que la
HXK1 también acta como un sensor de glucosa en las mitocondrias, independientemente
de su papel en la glucdlisis. Desde la década de los 70’s, se establecio que la enzima HXK2
de levadura (Saccharomyces cerevisiae), participa en la represion de genes mediada por
glucosa (Rolland et al., 2000).

La participacion de la HXK1 como sensor de glucosa esta sustentada por tres enfoques
distintos. El primero de ellos se basa en el hecho de que se necesita que la molécula de
glucosa sea fosforilada para que se perciba como una sefal (Smeekens, 2000; Loreti et al.,

2000). En segundo lugar, la represion por glucosa se revierte por la inhibicién de la
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expresion de la HXK1 en lineas transgenicas de Arabidopsis, mientras que, las lineas
transgenicas que sobre-expresan HXK1 son hipersensibles a glucosa (Jang et al., 1997).
En tercer lugar, lineas transgenicas de Arabidopsis que sobre-expresan a la YHXK2 (un
heter6logo de HXK1 que posee actividad catalitica, y ademéas actia como un sensor en
levadura), mostraron una actividad de fosforilacion similar al de las lineas sobre-expresoras
de la HXK1, pero no fueron capaces de fenocopiar el efecto de hipersensibilidad a glucosa,
por lo cual se concluyé que la HXK1 desempefia un papel especifico como sensor de
glucosa (Jang et al., 1997; Smeekens, 2000). La HXK1 es capaz de translocarse al nicleo
donde interactua con la subunidad B del complejo Vi de la H*-ATPasa vacuolar (VHA-B1)
y con la particula regulatoria de la subunidad 19S del proteasoma (RPTB5), para formar un
complejo que regula transcripcionalmente la expresion de los genes fotosintéticos CAB2 y
CAB3, mediante la unién del complejo a la regién promotora de estos genes (Cho et al.,
2006).

Con base en la participacion de la HXK1 en la regulacion de la expresion de diversos genes
en presencia de glucosa, Xiao y colaboradores (2000), propusieron la existencia de tres
vias distintas de respuesta a glucosa en Arabidopsis. La primera es la via dependiente de
HXK1-independiente de glucdlisis, la cual propone que la hexocinasa actlla como un
sensor; la segunda es la via HXK1-dependiente de glucdlisis, ésta involucra el papel

metabdlico de la hexocinasa y, por ultimo, la via independiente de la HXK1 (Figura 1).
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Figura 1. Diferentes vias de sefalizacion por glucosa en plantas (Basado en Xiao y colaboradores, 2000).

1.5.2 Viadependiente de HXK1-independiente de glucdlisis
En esta via, la expresiéon de diversos genes esta regulada por la actividad como sensor de
HXK1, independientemente de su actividad catalitica. Esto se demostré mediante la sobre-
expresion de YHXK2, un heter6logo de la HXK1 en levadura (Saccharomyces cerevisiae),
el cual no tuvo ningun efecto en la expresiéon de diversos genes fotosintéticos (Xiao et al.,
2000). De igual forma, un ensayo de expresion transitoria en protoplastos de maiz,
demostrd que la reduccién de la expresion de varios genes que participan en la fotosintesis
como CAB, rbcS y la subunidad & de la ATPasa de tilacoide (atp-6) esta relacionada con
las bajas concentraciones de glucosa (1-10 mM), y no con los niveles de la glucosa en su
forma fosforilada, la glucosa-6-fosfato (G6P) (Jang y Sheen, 1994). Por otro lado, se ha
demostrado otros tipos de azlcares como la fructosa, la manosa o la 2-desoxiglucosa (2-
DGilc) las cuales también son fosforiladas por HXK1, pueden provocar la represion de varios
genes (Jang y Sheen, 1994). La 2-DGlc es un analogo de la glucosa que se transporta al
interior de la célula y posteriormente se fosforila por la HXK1, generando 2-desoxiglucosa-
6-fosfato, el cual no es metabolizable por la via de la glucdlisis. Por otro lado, este tipo de
inhibicion puede bloquearse por la manoheptulosa, un inhibidor competitivo de la actividad
de la HXK1 (Jang y Sheen, 1994). Contrario a ésto, una gran variedad de azucares que no
pueden ser transportados al interior de las células, como la L-glucosa, o aquéllos que no

pueden ser fosforilados por la HXK1 (como 6-desoxiglucosa y 3-O-metilglucosa), o algunos
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intermediarios de la glucélisis (gliceraldehido-3-fosfato, fosfoenolpiruvato o piruvato), no

causan este tipo de represion (Jang y Sheen, 1994).

Por esta via se regula la expresion de diversos genes relacionados con procesos
fotosintéticos, como CAB y PC (Plastocyanin), y con el metabolismo del nitrgeno como
NR21 (Nitrate reductase 1), entre otros (Rolland et al., 2006). El posterior aislamiento y
caracterizacién de la mutante insensible a glucosa gin2 (glucose insensitive 2) en
Arabidopsis estableci6 la importancia de la HXK1 en la sefializacion por glucosa (Moore et
al., 2003).

1.5.3 Viadependiente de HXK1-dependiente de glucdlisis
El analisis de los patrones de expresion de los genes PR1 y PR5 (Pathogen-Relatedl y 5),
cuya expresion esta regulada positivamente por la presencia de glucosa, en lineas sobre-
expresoras de la HXK1 (p35S::AtHXK1), demostr6é que en presencia de glucosa habia una
mayor expresion de los genes PR en comparacion con plantas del tipo silvestre. Mientras
qgue, en lineas silenciadas de la HXK1 (p35S::antiAtHXK1) no hubo expresion de tales
genes en presencia de glucosa, lo cual indica que es necesaria la participacion de la HXK1
para la induccién de estos genes (Xiao et al., 2000). Por otra parte, el andlisis de lineas
transgenicas que expresaban a un gen heterélogo de HXK1 proveniente de levadura
(Saccharomyces sp.), denominado YHXK2 (el cual posee actividad catalitica, pero carece
de la funcion sensora de HXK1 en plantas), demostrd que habia un aumento en la expresion
de los genes PR en presencia de glucosa, cuando estos eran comparados con plantas del
tipo silvestre (Xiao et al., 2000) demostrando que se requiere la actividad catalitica de la
HXK1, y sugiriendo que alguno de los metabolitos intermediarios en la glucdlisis como la
glucosa 6-P (Toroser et al., 2000) o el acetato (Sheen et al., 1990) podrian actuar como las

sefales desencadenadas por la presencia de azucares.

1.5.4 Viaindependiente de HXK1
El efecto de la glucosa en la expresion de los genes que codifican para las enzimas
AGPasa, CHS (Chalcona sintasa), PAL (Fenilalanina amonio-liasa) y ASN1 (Asparagina
sintasa), resulta ser similar entre plantas de Arabidopsis del tipo silvestre y diversas
mutantes, en lineas sobre-expresoras y lineas silenciadas del gen de la HXK1, en
Arabidopsis (Xiao et al., 2000; Ramon et al., 2008), indicando que este efecto es
completamente independiente de la HXK1. Esta via agrupa a otras en las que no interviene

la actividad como sensor o catalitica de la HXK1, pero en la que estan involucrados diversos
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factores como cinasas del tipo SnRK1 (Sucrose non Fermenting related protein Kinasel),
el complejo TOR (Target Of Rapamycin) y proteinas G, entre otros componentes (Rolland
et al., 2006; Lu et al., 2007).

1.6 Los componentes de las vias de sefializacion por glucosa en

plantas
El andlisis de la regulacién de las sefiales por glucosa, ha resultado ser todo un reto, debido
a lo complicado que resulta separar el metabolismo de la glucosa con los mecanismos de
percepcion y sefalizacion de la glucosa. En las plantas, la sefializacion por glucosa
comienza cuando la molécula es percibida como una sefial por una proteina que actla
como sensor, el cual, al recibir la sefial, propicia una cascada de reacciones que modulan
la expresion de una gran variedad de genes que actlian en diversos procesos mediante la
participacion de diversas proteinas reguladoras. Estas proteinas pueden servir como
activadores o represores de la expresion de algun gen o grupo de genes en particular.
Durante la Gltima década, se han comenzado a desentrafiar la amplia gama de funciones y
acciones que desempefian los tres reguladores maestros: HXK1, SnRK1 (KIN10/11) y TOR

en Arabidopsis.

1.6.1 SnRK1 (Sucrose non-fermenting Related protein Kinasel)
Las proteinas cinasas de levadura SNF1 (Sucrose Non-Fermenting 1) y sus ortélogos en
mamiferos, AMPK (AMP-Activated protein Kinase), y en plantas, SnRK1 (SNF1 Related
Kinase 1), representan una subfamilia de cinasas de Ser/Thr altamente conservadas a
través de la evolucion (Baena-Gonzalez y Sheen, 2007). SnRK1 presenta la misma funcién
que sus homoélogos en levadura y mamiferos: inducir la expresion de genes que estan
reprimidos por la presencia de glucosa, mediante la fosforilacién, en ausencia de glucosa,
de enzimas que participan en diversos procesos metabdlicos, para cubrir el suministro y
demanda de energia (Halford et al., 2002). En respuesta a estrés metabdlico, estas cinasas
se encargan de reprimir las vias anabdlicas y activar vias catabdlicas a través de la
regulacién de la expresion génica, o de la fosforilacion de enzimas clave (Jossier et al.,
2009). En plantas, SnRK1 actida como un integrador de las sefiales de estrés y energia,
provocando un cambio en la transcripcion de diversos genes, y controlando el crecimiento
y desarrollo de la planta. Se ha demostrado que la glucosa-6-fosfato (G6P) puede bloquear
la actividad de SnRK1; esto es consistente con represién de la actividad de algunos de sus

genes blanco por glucosa en plantulas y células de la hoja. Por otro lado, se ha demostrado
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que la actividad de SnRK1 es inducida por sacarosa, bajas concentraciones de glucosa y

periodos prolongados de oscuridad o ayuno (Smeekens et al., 2009; Zhang et al., 2009).

En respuesta a bajos niveles de energia en Arabidopsis, SnRK1 induce la expresiéon de
cerca de 300 genes relacionados con la removilizacion de nutrientes, para proporcionar
fuentes alternativas de energia a través del catabolismo de aminoacidos, sacarosa, almidon
y lipidos (Baena-Gonzalez y Sheen, 2007). La actividad de SnRK1 desencadena la
induccién coordinada de genes que codifican para las enzimas fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPCK), piruvato fosfato di-cinasa (PPDK), piruvato cinasa (PK), glutamato
deshidrogenasa (GDH) y asparagina sintetasa (ASN1; también conocida como DARK-
INDUCED 6). Se ha sugerido que estos genes forman parte de un ciclo que se encarga de
generar asparagina para removilizar el nitrdgeno sin gastar tanta energia en condiciones

de oscuridad, estrés y privacién de nutrientes (Baena-Gonzalez y Sheen, 2007).

1.6.2 TOR (Target of Rapamycin)
TOR (Target of Rapamycin) es una cinasa de proteinas excepcionalmente grande (2481
aa), con multiples repeticiones y dominios reguladores en el extremo N-terminal y un
dominio cinasa en Ser/Thr hacia el extremo C-terminal. Forma parte de un complejo
proteinico altamente conservado en levaduras, plantas y mamiferos. TOR actia
percibiendo los niveles de glucosa y, en base a ellos, realiza cambios en la transcripcién

global de genes involucrados en diversos procesos metabdlicos (Smeekens et al., 2009).

En eucariotas, la percepcion de nutrientes y las sefiales de los factores de crecimiento
conducen a la activacion de la via de sefalizacién por TOR, la cual controla el crecimiento,
desarrollo y senescencia (Smeekens et al., 2009). En levadura y mamiferos, TOR forma
dos complejos estructurales y funcionales TORC1 (TOR Complex 1) y TORC2 (TOR
Complex 2). Estos complejos comparten algunos componentes en comun, aunque reclutan
y regulan diversos sustratos para controlar una gran variedad de procesos biol6gicos como:
la regulacion de la biogénesis de ribosomas, el inicio de la traduccion y la induccién del
metabolismo primario. Actualmente, no se conoce la composicion exacta de estos
complejos en plantas (Xiong et al., 2003). Sin embargo, algunos de los componentes y
efectores de mTORC1 (mammalian TOR Complex 1), han sido identificados en Arabidopsis,
por similitud de secuencias (Xiong et al., 2003). La funcién de TOR en la conexién entre la
disponibilidad de nutrientes y energia con otras sefiales ambientales, para coordinar el

crecimiento, desarrollo y supervivencia esta altamente conservada en plantas, levaduras y
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animales (Baena-Gonzalez y Sheen, 2007). Aunado a esto, se ha determinado que, los
niveles de mayor expresién de TOR se presentan durante el estado embrionario y que la
actividad de TOR es esencial para llevar a cabo los procesos de reprogramacion del
transcriptoma, activacion del meristemo de la raiz y el desarrollo de la planta en general
(Xiong et al., 2003).

Diversos avances han revelado que TOR se activa por glucosa y auxinas, y participa en la
regulacién del desarrollo y crecimiento de la planta, como es en el caso de la floracién, y en
el proceso de senescencia. Al parecer esta regulaciéon ocurre mediante la modulacién de la
traduccion, la transcripcion, la autofagia y el metabolismo (Deprost et al., 2007). La
inhibicién parcial de la actividad de TOR ocasiona una expresion limitada de genes, lo cual
se corroboré a través de un andlisis metaboldmico a gran escala, en el que se detecto la
acumulacién de ciertos metabolitos. Se sabe que la reduccion de la expresion de la
actividad cinasa de TOR, o una mutacion en uno de los genes identificados del complejo,
denominado LST8-1 (LETHAL WITH SEC-13 PROTEINS), ocasionan un retraso en el
crecimiento y presentan acumulacién de almidén, lipidos, aminoacidos, intermediarios del
ciclo de Krebs y de ciertos metabolitos secundarios (Moreau et al., 2012). Una deficiencia
parcial en la actividad de TOR, reduce la expresion de genes involucrados en varios
procesos anabdlicos, pero activa a varios genes que participan en procesos catabdlicos
como la respuesta a estrés y patégenos (Deprost et al., 2007; Caldana et al., 2013; Sheen,
2014).

La via de sefializacion de glucosa por TOR activa distintos genes relacionados con la
glucdlisis, ciclo de Krebs, cadena de transporte de electrones de la mitocondria y sintesis
de proteinas ribosomales. Lo cual sugiere que TOR es un regulador maestro altamente
conservado en plantas, que actia en el control de la traduccién y en el metabolismo de
carbono (Deprost et al., 2007; Caldana et al., 2013; Sheen 2014).

1.7 Laregulacion anivel transcripcional
Las plantas, como organismos multicelulares han desarrollado complejos patrones de
expresion génica que varian a lo largo de su ciclo de vida y en respuesta a diversas sefales
de su entorno. El control transcripcional es el mecanismo mas importante mediante el cual
se regulan los niveles, condiciones y ubicacion en los que se expresa un determinado gen
(Gaston y Jayamaran, 2003; Silva-Porto et al., 2013).
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Por definicion, un promotor es el principal modulador de la regulacion génica. Este
comprende la region 5’ localizada por arriba del sitio de inicio de la transcripcion (TSS:
Transcription Start Site) de un gen, y contiene los sitios de unién de los complejos de RNA

polimerasas requeridos para la transcripcion (Silva-Porto et al., 2013).

Los promotores constan de dos regiones denominadas proximal y distal (Figura 2). La
region proximal estd formada por una zona que abarca desde -250 a +250 pb adyacentes
al TSS, y contiene una secuencia continua de DNA denominada “nucleo del promotor”,
localizada entre las posiciones -35 a +35 con respecto al TSS, la cual es necesaria para
guiar el inicio del proceso de transcripcion de manera eficiente. Generalmente, el nacleo
contiene una secuencia consenso rica en Timina y Adenina denominada caja TATA (5’
TATANAA 3), localizada en la posicion -30 a -25 con respecto al TSS, la cual es reconocida
por una subunidad del factor de transcripcién general TF,D, denominada TBP (TATA-
binding protein), que facilita la formacién del complejo de pre-iniciaciéon (Butler y Kadonaga,
2002). Para el caso de aquellos genes que no poseen la secuencia TATA (como los genes
de housekeeping), utilizan en su lugar diversas secuencias como CAAT-box (5
CC(CT)ACCTCT 3), GC-box (5" GGGCGG 3’), o algunas secuencias distales especificas
(SDE) en cualquier caso, TBP siempre esta involucrado (Butler y Kadonaga, 2002; Silva-
Porto et al.,, 2013). Ocasionalmente, arriba de la caja TATA, se encuentra un motivo
denominado BRE (TGB recognition element), el cual facilita la union de TF;B al ndcleo del
promotor (Butler y Kadonaga, 2002). Aproximadamente 30 nucleotidos por abajo del sitio
de inicio de la transcripcién, se localiza otro elemento denominado DPE (Downstream
Promoter Element) reconocido por un factor asociado a TBP, llamado TAF (TBP-associated
factor), cuya funcién es mejorar la union de TBP al promotor (Juven-Gershon y Kadonaga,
2010).
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Figura 2. Estructuray funcion de un gen y su region regulatoria. a) Estructura general de un gen eucariota,
se muestra la posicion relativa de la region codificante, del promotor basal y los sitios de union de factores
transcripcionales (barras verticales). La posicion de los sitios de unién de diversos factores transcripcionales es
distinta para cada gen. b) Proceso de transcripcion. La transcripcién comienza con la formacién del PIC (Pre-
Initiation Complex), el cual incluye a la RNA polimerasa I, la proteina de union a la caja TATA (TBP), de los
factores de transcripcidn asociados a TBP (TAF’s). Por otra parte, también se requiere de la participacion de
diversos factores de transcripcion que se unen a la region regulatoria del gen para modular su expresion, y de
los complejos remodeladores de la cromatina, los cuales permiten que la localizacion en la cual se encuentra
un determinado gen, se vuelva mas accesible para la maquinaria basal de la transcripcion (Modificado de Wray
y colaboradores, 2003).

La transcripcion de un gen empieza con la formacion de un complejo de iniciacién que se
compone de la RNA polimerasa Il (RNA pol Il) y los factores de transcripcion en la region
promotora cerca de la caja TATA. Esta region es esencial para el posicionamiento correcto
y para la orientacion del complejo de pre-iniciacion (PIC: Pre-Initiation Complex). Este
proceso consiste en la union de la RNA pol Il a los factores transcripcionales basales del
complejo TFD, incluyendo a TBP, y ademas de los factores asociados a TBP, denominados
TAF’s (TBP Associated Factors); en seguida se unen los demas factores transcripcionales
generales denominados TFuA, TFB, TFiF, TRE y THH.

Por otro lado, al complejo PIC también se pueden unir otros factores transcripcionales que

interaccionan de manera especifica con los elementos regulatorios en cis (CRE: Cis
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Regulatory Elements) presentes en los promotores de sus genes blanco, los cuales pueden
situarse incluso a grandes distancias, con respecto a la posicién de los genes que regulan,
en un intervalo que puede abarcar desde 200 pb hasta decenas e incluso centenas de kb.
Estos factores, se requieren para la expresion de un gen de manera tejido-especifica, o
para su regulacion temporal, y se clasifican en activadores si incrementan la expresion de
un determinado gen, o en represores, si se encargan de disminuirla (Juven-Gershon y
Kadonaga, 2010). Los mecanismos que permiten que los elementos distales se aproximen
al promotor para modular la expresién génica durante la transcripcion, implican el
plegamiento del ADN mediado por cambios conformacionales en la estructura

tridimensional del ADN y la cromatina (Hernandez-Garcia y Finer, 2013).

En algunos casos, los promotores no necesariamente actian de manera individual, y la
transcripcibn de un gen se incrementa o disminuye significativamente por diversos
elementos, localizados incluso a grandes distancias con respecto al TSS del gen que
regulan, y que se consideran como parte del nucleo del promotor. Los elementos que
conforman la region distal del promotor y participan en la regulacion espacio-temporal del
gen, se conocen como “activadores” (enhancers) (cuando se encargan de promover la
expresion del gen), o como “silenciadores” (cuando participacion en la represion del gen)
(Butler y Kadonaga, 2002). Los activadores son secuencias de entre 100 a 200 pb que
pueden estar localizadas a cientos e incluso miles de pb por arriba o por abajo del TSS e
incluso se han encontrado en intrones (He et al., 2010). A diferencia del elemento TATA-
box, los activadores no requieren tener una posicion fija o establecida con relacién al
promotor y, por lo tanto, pueden operar en las dos direcciones (Figura 2) (Butler y
Kadonaga, 2002; He et al., 2010).

La regulacién de los genes eucaridticos se basa principalmente en la modulacion del
complejo de la RNA pol Il, por medio de interacciones especificas con los distintos factores
transcripcionales. Cuando el complejo se une a la region promotora de un determinado gen,
su composicion puede cambiar en respuesta a diversos factores y sefales exégenas y
enddgenas. De esta forma es posible formar un gran nimero de combinaciones posibles,
capaces de regular y coordinar la expresion de diversos genes, ante determinadas
condiciones. Por lo tanto, un factor de transcripcion es capaz de modular la expresion de
distintos genes en respuesta a los estimulos percibidos por la planta. Los factores

transcripcionales también estan sometidos a regulacion por diversos mecanismos, entre los
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cuales se encuentran la autorregulacion, modificaciones post-traduccionales, degradacién

mediada por el proteasoma y el transporte al nucleo (Butler y Kadonaga, 2002).

1.7.1 Control transcripcional mediado por azlcares

Las plantas, como organismos multicelulares, han desarrollado patrones complejos de
expresion génica que varian a lo largo de su ciclo de vida, y en respuesta a diversas sefales
de su entorno. En los organismos eucariotas y procariotas, la represion de genes mediada
por azlcares es un sistema regulador fundamental y ubicuo para ajustarse a los cambios
en la disponibilidad de nutrientes. En microorganismos, los azlcares metabolizables como
la glucosa y la sacarosa, reprimen la expresion de genes que codifican para enzimas
relacionadas con el metabolismo de otras fuentes de carbono (Lu et al., 1998; Rolland et
al., 2006).

Al igual que en microorganismos, en plantas la represion de genes por azlcares, permite
hacer frente de manera efectiva a los cambios en las fuentes de carbono disponibles. Por
otro lado, la represion de genes por un exceso en los niveles de azlcares, proporciona un
mecanismo adicional para mantener un balance entre la produccion y demanda de
azucares en diversos érganos y tejidos. Al paso de los afios, se han reportado diversos
genes que se regulan a nivel transcripcional por azlcares. A pesar de ello, se conoce muy

poco acerca de los mecanismos que regulan dicha respuesta.

El primer elemento de respuesta a azlcares fue identificado en la region promotora de dos
genes distintos que codifican para las proteinas esporamina y -amilasa y esta constituido
por las secuencias 5 TTATCC 3, SP8a (5 ACTGTGCA 3’)y SP8b (5 TACTATT 3)y e
demostré que tal elemento es responsable de inducir la expresion de estos genes por
sacarosa en la batata (Ishigo y Nakamura, 1994). Posteriormente, un andlisis por
eliminacion de secuencias internas del promotor del gen B-Amy evidencioé la presencia de
una secuencia de 82 pb localizada entre las posiciones -901 a -820 pb, con respecto al sitio
de inicio de la transcripcién, que participa en la regulacién positiva de dicho gen en
presencia de azucares. En esta region se localiza la secuencia 5 TGGACGG 3’, la cual
participa en la induccién de la expresion del gen en presencia de azucares. La eliminacion
0 sustitucién de este elemento en el promotor del gen B-Amy, suprime el efecto de los

azucares en la induccién del gen (Maeo et al., 2005).

Por otro lado, se ha comprobado que el factor transcripcional Spfl es capaz de unirse a los

elementos SP8a y SP8b y de actuar como un regulador negativo de la represion mediada

21



por sacarosa (Ishiguro y Nakamura, 1994). Sun y colaboradores (2003) identificaron a tres
denominadas como: SUSIBA1 (SUgar Signaling in BArleyl), SUSIBA2 y SUSIBA 3, las
cuales reconocen al elemento SP8a (Sun et al., 2003). Al analizar la secuencia de la
proteina SUSIBA2, fue posible identificar dos dominios WRKY altamente conservados, que
comparten dos motivos de dedos de zinc, los cuales estan involucrados en la union de estas
proteinas a los elementos en la secuencia de DNA. Se ha sugerido que el dominio WRKY,
localizado hacia el extremo C-terminal, es el responsable de la union de la proteina con el
DNA, mientras que el otro dominio WRKY esta involucrado en la interaccién proteina-
proteina (Sun et al., 2003). Ademas, un ensayo de movilidad electroforética demostré que
SUSIBA2 es capaz de unirse al elemento W-box (5" TGAC 3’), y a otros tres elementos de
respuesta a azlcares denominados: SURE-a (SUgar Responsive Element-a), SURE-b y
SURE-c que reconoce la secuencia 5 CACTT/CCA 3’ (Sun et al., 2003). Un andlisis
posterior de diseccion del gen para la esporamina A, el cual se induce por ABA y azlUcares
en la batata permitié6 reconocer un promotor minimo (Spo™") que contiene regiones que
actian negativamente y dos motivos de respuesta al metabolismo de carbohidratos
(CMSRE; Carbohydrate Metabolite Signal Responsive Elements), denominados CMSRE-1
(5" TGGACG 3') y CMSRE-2, ademas del motivo SPa (Morikami et al., 2005).

El andlisis de las regiones promotoras de diversos genes que codifican para la enzima a-
amilasa en cebada, trigo y arroz permitié identificar a las secuencias consenso AMYBOX1
(5 TAACARA 3') y AMYBOX2 (5 TATCCAT 3’) involucradas en la represion del gen a-
AMY3 en presencia de glucosa durante el proceso de germinacion; asi como a los
elementos TACGTA, CGACG y CCTTT (Toyofuku et al., 1998; Chen et al., 2006). El andlisis
de la regién promotora del gen a-AMY3 en arroz, permitio identificar a los elementos GC-
box, G-box y TATCCA,; los cuales participan en la represién de dicho gen por glucosa y que
estan contenidos dentro de una regiébn denominada secuencia SRS (Sugar Response
Sequence), localizada entre las posiciones -186 y -8 pb antes del sitio de inicio de la
transcripcion (Lu et al., 1998). Se ha demostrado que el elemento TATCCA, es capaz de
interactuar con diversos factores transcripcionales del tipo MYB como MYBS1 y MYBS2,
los cuales estan implicados en la regulacion de la transcripcion de diversos genes en
presencia de azlcares en arroz. Por otra parte, la expresion de estos genes, también se
regula por los niveles de azlcares presentes; en presencia de altos niveles de glucosa
disminuyen los niveles del transcrito de MYBS1, mientras que los de MYBS2 aumentan.
Esto sugiere que existe un mecanismo que regula la expresion de estos factores

transcripcionales, los cuales, a su vez, se encargan de modular la expresion de sus genes
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blanco (Toyofuku et al., 1998; Ho et al., 2001; Lu et al., 2002). Por otro lado, también se
reporté que el elemento TATCCA participa en la respuesta a giberelinas (GA) del gen de la
a-amilasa en arroz durante el proceso de germinacion, lo que sugiere que la regulacion de
la expresiéon de dicho gen por azdcares y hormonas, pueden ocurrir por un mecanismo
comun (Lu et al., 1998).

La secuencia central del elemento de union a WRKY (W-box) esta presente en la region
promotora del gen que codifica para la enzima 3-amilasa en trigo, cebada y avena (Rushton
et al.,, 1995). El elemento W-box también se encuentra en diversos genes que estan
involucrados en la defensa de las plantas (Du y Chen, 2000). Por otra parte, el motivo G-
box (5° CACGTG 3’) esta en los promotores de un gran niumero de genes regulados por
azucares y se ha involucrado en el control transcripcional mediado por fitocromos (Martinez-
Garcia et al., 2000). El elemento B-box es similar al elemento CCACGTGG de respuesta a
ABA (Pla et al., 2003). Diversos estudios han sefialado la existencia de un vinculo entre las
vias de sefializacion por nutrientes, como el caso de los azlcares, con la respuesta a
distintos tipos de estrés bidticos y abidticos (Rolland et al., 2006). El elemento G-box y otro
estrechamente asociado a éste, denominado S-box (5° CACCTCCA 3’), se encuentran
presentes en las regiones promotoras de diversos genes regulados por luz (Acevedo-
Hernandez et al., 2005; Rolland et al., 2006).

Por otra parte, se ha reportado que en presencia de ABA se induce la acumulacion del
transcrito de la B-amilasa en la batata (Ohto et al., 1992). Mientras que la induccién de la
enzima B-faseolina por la aplicacién de ABA, se modula por un mecanismo dependiente de
sacarosa (Bustos et al., 1998). Estos datos sugieren que los elementos W-box y G-box
participan en los procesos de sefializacion sefalizacion por azlcares para regular la

transcripcion de diversos genes (Rolland et al., 2002).
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2 Antecedentes

Los azlcares son capaces de modular la expresion de diversos genes a nivel
transcripcional, a través de una red compleja de transduccién de sefiales que permiten que
los azucares sean reconocidos como sefiales y puedan desencadenar una serie de
respuestas que afectan de manera positiva o negativa la expresion de aproximadamente
2000 genes en Arabidopsis (Price et al., 2004; Li et al., 2006). No obstante, se requiere de
un mayor esfuerzo para identificar a los diversos componentes de las diferentes vias de
transduccién de sefiales, y con ello poder generar una interpretacién sobre como ocurre la
interaccion entre los elementos regulatorios en cis y los factores transcripcionales para
modular de manera diferencial y coordinada la expresion de los genes que responden a los
azucares presentes en las células (Ho et al., 2011). A pesar de los avances que se han
realizado en los Ultimos afos, so6lo se han identificado algunos componentes que participan
en estas vias de sefalizacién, como es el caso de algunos sensores, y unos cuantos
factores transcripcionales como es el caso de algunos factores del tipo MYB y bZIP (Rolland
et al., 2006; Hanson y Smeekens, 2009). Por lo cual, las vias de sefalizacion por azlcares
aln permanecen con componentes que no se han identificado. Una de las estrategias que
se ha empleado para identificar a algunos de los componentes de estas vias ha sido
caracterizar la forma mediante la cual se regulan diversos genes en respuesta a azlcares,
los cuales se posicionan en la parte terminal de las vias de sefializacién para posteriormente
utilizarlos para identificar a proteinas reguladoras que se unen a los elementos en cis
posicionados en la region regulatoria de tales genes, con la finalidad de identificar los

componentes reguladores de esa via.

2.1 Elgen STP1 (SUGAR TRANSPORTER PROTEIN1)
Dentro del grupo de genes regulados por glucosa, se encuentra el gen STP1 (SUGAR
TRANSPORTER PROTEIN1), el cual codifica para un co-transportador (tipo “simporter”) de
monosacaridos y H*, que pertenece a una familia de 14 miembros altamente conservada
en plantas que median el transporte de hexosas en diferentes tejidos. La proteina STP1 es
altamente hidrofobica y presenta una longitud de 522 aminoacidos y una masa molecular
estimada de 57 kDa. La estructura de esta proteina consta de 12 dominios
transmembranales que se encuentran separadas por regiones hidrofilicas de
aproximadamente 63 aminoacidos. Mientras que los extremos amino y carboxilo-terminal
se localizan hacia la parte intracelular (Bittner y Sauer, 2000; Sherson et al., 2003; Bittner,

2010). La caracterizacion funcional de STP1 es Schizosaccharomyces pombe vy
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Saccharomyces cerevisiae (Sauer et al., 1990; Stolz et al.,, 1994) demostr6 que este
presenta una alta afinidad por la glucosa (KM <50uM), ademas también es capaz de
transportar otros monosacaridos como 3-O-metil glucosa (30OMG), D-xilosa, L-arabinosa y
D-galactosa. Los miembros de la familia génica STP, se expresan en un tejido o en etapas
de desarrollo especificos, siendo STP1 el miembro con los niveles de expresion mas altos,

detectados en tejidos fotosintéticos como hojas y tallos (Johnson et al., 2006).

2.1.1 Laregulacion de STP1 por azlicares

En un estudio realizado por Price y colaboradores (2004) se evidencio que varios miembros
de la familia génica de STP: STP1, STP4, STP13 y STP14, se encuentran regulados
negativamente por azlcares, siendo STP1 el gen que presenta un mayor nivel de represion
(Buttner, 2010). Ademés, en un andlisis por microarreglos realizado por Harmer y
colaboradores (2000) se observé un aumento en los niveles del transcrito de STP1 en
oscuridad, y una disminucion de los mismos en presencia de luz. Sin embargo, no se
estableci6 si ésto fue el resultado de la regulacién directa por la luz, o por la presencia de
fotoasimilados sintetizados en condiciones de iluminacién, ya que estos transportadores
son reprimidos por azlUcares como la sacarosa y la glucosa (Buttner, 2010). Se ha
demostrado que el nivel del transcrito de STP1 disminuye rapidamente, minutos después
de la adicién de glucosa (Figura 3). Esta respuesta es similar a la de otros genes que se
reprimen por glucosa como DIN6 (DARK-INDUCED 6), aunque la represion de éste
requiere de un tiempo més prolongado para afectar el nivel del transcrito (Figura 3) (Price
et al., 2006; Cordoba et al., 2015).

STP1
DING

APL3

rRNA

Figura 3. La expresion de STP1 se reprime por glucosa. Evaluacion de la expresion de STP1 en distintos
intervalos por Northern-blot. Plantulas de 12 dias de edad fueron sometidas a distintos tratamientos: sin fuente
de carbono (-C), con 150 mM de glucosa (Glc) o con 150 mM de manitol (Mtl), por diferentes intervalos (15 min,
3hy6h). Larapida represién de STP1 por glucosa contrasta con la respuesta de los genes DING (el cual requiere
un tiempo mas prolongado para su represion) y APL3 (regulado positivamente por glucosa) (Tomado de

Cordoba y colaboradores, 2015).
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2.1.2 Enlaregulacion de la expresion de STP1 por glucosa no
participan componentes de las vias hasta ahora descritas
Con lafinalidad de establecer si en la respuesta de represion por glucosa de STP1, participa
alguno de los componentes de las vias de sefializacion por azlcares, hasta ahora descritos,
se analizaron los niveles del transcrito de STP1 en lineas mutantes en alguno de los
componentes de las vias conocidas, siendo éstas las mutantes gin2 (mutante de la HXK1),
kin10 (mutante de la subunidad a catalitica de la cinasa SnRK1) y rgs1-1 (mutante en la
proteina regulatoria de la proteina G, RGS1) (Figura 4). En cada una de estas mutantes, el
nivel de acumulacioén del transcrito de STP1 disminuy6 después de la adicion de glucosa,
de manera similar a los niveles detectados en las plantas del tipo silvestre (Col-0). Por otra
parte, en ausencia de glucosa no se detectd disminucion de los niveles de STP1 en ninguna
de estas lineas mutantes. Estos resultados indicaron que ninguno de los factores
analizados desempefia un papel importante en la regulacion de STP1 por azlcares Yy, por
lo tanto, sugiere que la represion de STP1 podria ocurrir mediante una via de sefalizacion

aln no descrita (Cordoba et al., 2015).

Col-0 gin2 kin10 rgs1-1
TO-C Glc Mt TOC Gic Ml TO -C Glc MtI 190 .c Gic Mt

~ (I INEES v

Figura 4. La regulacion de STP1 por glucosa no se encuentra mediada por ninguna de las vias hasta

ahora descritas. Se analiz6 la expresion de STP1 en plantas tipo silvestre (Col-0) y en las mutantes gin2, kin10
y rgsl-1, de 12 dias de edad, por Northern-blot, utilizando 10 pg de RNA total. Plantas de 10 dias de edad
fueron crecidas durante dos dias en un medio sin fuente de C y posteriormente sometidas a distintos
tratamientos: con medio sin fuente de carbono (-C), o con 150 mM de glucosa (Glc), o con 150 mM de manitol
(Mtl), durante 6 horas. TO corresponde al control previo a cada tratamiento (Modificado de Cordoba y

colaboradores, 2015).

Debido a que las plantas poseen la capacidad de distinguir los tipos de azlcares a través
de su percepcién y/o vias de sefializacion, se realizé un analisis de la expresién de STP1,
empleando a distintos analogos de la glucosa, como la manosa (la cual se transporta al
interior de la célula y se fosforila por una HXK, pero se metaboliza lentamente), y 3-

OmGlucosa (que se transporta al interior de la célula, pero no es fosforilable) para
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determinar el tipo de azlcares que son capaces de desencadenar la respuesta de represion
de dicho gen. En este analisis se determin6 que la sefal que induce la represion de STP1,
es un azucar fosforilable como la glucosa o la manosa (Cordoba et al., 2015). Por otra parte,
el hecho de que la represion de dicho gen no requiera de la participacion de la HXK1 como
sensor, nos indica que existe algun otro sensor, diferente a HXK1, que se encarga de
percibir a los azlcares fosforilables para regular la expresion de STP1 (Cordoba et al.,
2015).

A pesar de que se ha demostrado que ninguno de los componentes de las vias de
sefalizacion por azucares, hasta ahora descritos, como la cinasa SnRK1, o la proteina G,
son necesarios para la represion de STP1 por azucares (Cordoba et al.,, 2015), se ha
evidenciado que en el genoma de Arabidopsis, existen cinco genes relacionados con HXK1
(Granotetal., 2013; Cordoba et al., 2015), algunos de ellos poseen una actividad enzimatica
clara (tipos A y B) mientras que otros denominados HKL (Hexokinase-like), que
aparentemente carecen de dicha habilidad, podrian desempefar funciones reguladoras
(Xiao et al., 2000; Cho et al., 2009; Cordoba et al., 2015).

2.1.3 Un fragmento de 310 pb de laregion regulatoria 5 de STP1 es

esencial paralarespuesta a glucosa
Para caracterizar el mecanismo molecular por el cual se lleva a cabo la regulacion de STP1,
Cordoba y colaboradores (2015) fusionaron un fragmento de 2.4 kb (a partir del sitio de
inicio de la traduccion) de la regién regulatoria 5’ de STP1, que incluye al 5 UTR y a una
parte de la region intergénica, al gen reportero de GUS y generaron plantas transgenicas
de Arabidopsis. Al analizar los niveles de expresion de GUS (fusionado al fragmento de 2.4
kb) en presencia de glucosa por Northern-blot, estos autores observaron un patrén de
respuesta similar a la del gen endégeno de STP1, lo cual permiti6 concluir que los
elementos en cis que confieren la regulacion por glucosa de STP1, estadn contenidos en el
fragmento de 2.4 kb y, ademas, se evidenci6 que dicha regulacién ocurre a nivel

transcripcional.

Un andlisis mas detallado en plantas transgenicas de Arabidopsis portadoras de una serie
de deleciones sucesivas de la region regulatoria de 2.4 kb de STP1 en fusién con el gen
reportero de GUS, permitié determinar que los elementos que actdan en cis, responsables
de la represion por glucosa de STP1, se encuentran dentro de un fragmento de 310 pb del

promotor (-1022 a -1332 pb antes del sitio de inicio de la traduccién “ATG”) (Figura 5).
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Figura 5. Analisis por eliminacién de secuencias del promotor de STP1. Se analizaron los niveles de
expresion del transcrito de GUS, por Northern-blot, en plantulas de Arabidopsis de 12 dias de edad que
contienen: 2.4, 1.3, 1.0 y 0.5 kb de la region regulatoria 5 de STP1, fusionados al gen reportero de GUS
(pSTP1::GUS). Las plantas fueron sometidas a un ayuno de carbono durante 2 dias y después se transfirieron
a distintos medios: sin fuente de carbono (-C), o con 150 mM de glucosa (Glc), o con 150 mM de manitol (Mtl),

por 6 horas. TO corresponde al control previo a cada tratamiento (Tomado de Cordoba y colaboradores, 2015).

2.1.4 Identificacion de los posibles elementos regulatorios en cis que
estan involucrados en larespuesta de STP1 a glucosa
Un analisis in silico del fragmento delimitado de 310 pb, de la regién promotora de STP1,
utilizando la base de datos PLACE (Plant Cis-Elements), reveld la presencia de 11
elementos potenciales que pertenece a ocho motivos distintos, descritos como elementos
gue participan en la represion por azucares en distintos genes de diversas especies
vegetales (Cordoba et al., 2015) (Figura 6 y Tabla 1).
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CCAATGCTGEATCECATGAAACAAATTAATTCCAAGAACATTATCCAAAACG
AATTTAATGTTATCCAAATAGATCAAGAAAATTAGTTGGACEGRGEAATGAA
ATGCGATCCTTGCTGATTAGCACATGACGTGTTCATTTATTTTTGCCACCAT

TCCACCGACCTCAACTCTTCTTTTGGTAAAATTTTATGTTTATGATATCTTG
TGATACACAATTTATTACTATTTGGTACATTTTGAAGTATTTGTTTTTGCAT
GATATATGACGTTAATTTGAACTGATATTAGTCAATTTATGGGTACAAARA

TATCCAOSAMY

TATCCA

MYBST1
GGATA

I-box core
GATAA

CGACGOSAMY

. CGACG . GATTA
EVENINGAT G-box related
TATCT ~  ACGTG
CATCC

Figura 6. Elementos en cis que participan en la regulacion por azlcares presentes en la region de 310 pb del
gen STP1 (Modificado de Cordoba y colaboradores, 2015).

Tabla 1. Descripcion de los elementos en cis contenidos en el fragmento de 310 pb de la region regulatoria 5’

de STP1, que podrian estar involucrados en la regulaciéon de dicho gen en respuesta a glucosa (Higo et al.,

1999).

Elemento Secuencia

Descripcion

CATCC CATCC

Identificado por medio de un andlisis global de los genes regulados por azlicares
en Arabidopsis (Li et al., 2006).

TATCCAOSAMY TATCCA

Necesario para conferir la represién por glucosa del gen a-Amy3D en arroz (Lu et
al., 1998).

MYBST1
GGATA

Este motivo es reconocido por factores transcripcionales del tipo MYB y esta
asociado con la regulacion transcripcional por azlcares de diversos genes que
también son regulados por la luz, ademas, es parcialmente complementario al

motivo TATCCA de represion por azlcares en arroz (Lu et al., 2002).

I-Box core GATAA

Secuencia conservada de la regién rio arriba de genes regulados por la luz.
(Manzara et al.,, 1991). Esta asociado con la regulacién transcripcional por
azucares, de diversos genes que también son regulados por la luz, ademas, es
parcialmente complementario al motivo TATCCA de represion por azlcares (Lu et
al., 2002).

CGACGOSAMY3 CGACG

Secuencias ricas en GC en la region promotora de los genes Amy3E y Amy3D de
arroz. Participa en la induccion de la expresion de estos genes en respuesta a

bajos niveles de azlcares (Hwang et al., 1998).

Identificado por medio de un andlisis global de los genes regulados por azlcares

EVENINGAT TATCT
en Arabidopsis (Li et al., 2006).
Identificado por medio de un analisis global de los genes regulados por azucares
GATTA GATTA . o
en Arabidopsis (Li et al., 2006).
Identificado por medio de un andlisis global de los genes regulados por azlcares
G-box related ACGTG

en Arabidopsis (Li et al., 2006).

29



2.1.5 Perfil de proteinas de unidn al fragmento de 310 pb que contiene
a los elementos regulatorios en cis de respuesta a glucosa de
STP1

Una vez identificada la regién de 310 pb, se procedi6 a identificar factores transcripcionales
o proteinas reguladoras que posiblemente participen en la regulacion de la expresion del
gen STP1 en respuesta a glucosa, mediante el andlisis de los patrones diferenciales de
proteinas que se unan a esta region (Cruz-Lopez, 2015). Se realiz6 una serie de ensayos
del tipo “DNA pull-down”, utilizando aislados de proteinas nucleares de plantas de
Arabidopsis sometidas a un tratamiento con glucosa, o con manitol (como control de estrés
osmotico) y se obtuvo el perfil proteinico de cada uno de estos tratamientos. A continuacion,
se procedié a secuenciar a cada una de las proteinas obtenidas en los ensayos por medio
de LC-MS/MS (Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry) y se obtuvo un listado
de 10 proteinas que fueron localizadas Unicamente en los ensayos realizados en presencia
de glucosa, que posiblemente participen en la represion de STP1. Entre estos candidatos
destacan el factor transcripcional del tipo bHLH, denominado: JAM1 (At2g46510; JA-
ASSOCIATED MYC2-LIKE).

Para poder determinar el efecto de los elementos en cis presentes en el fragmento de 310
pb en la respuesta de represion por glucosa del gen STP1, se generaron cuatro
construcciones que contienen una serie de eliminaciones sucesivas, generadas a partir del
fragmento original de 310, fusionadas a un promotor alterno y a un gen reportero. Las
distintas versiones del fragmento, contienen un determinado nimero de los elementos en
cis, denominados como “elementos GRE” (Glucose Response Elements), identificados
previamente por Cordoba y colaboradores (2015). En el presente trabajo se procedié a
analizar el patron de expresion conferido por cada una de las construcciones generadas
(denominadas como “fragmentos GRE”) en respuesta a glucosa, en plantas transgenicas

de Arabidopsis.
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3 Justificacion

Es muy bien conocido el papel que desempefan los carbohidratos como sustratos del
metabolismo del carbono. A su vez, los azlcares, como algunas hexosas, son moléculas
importantes de sefializacién que pueden alterar los niveles de expresion génica en las

plantas (Buttner y Sauer, 2000).

A través de la caracterizacion de mutantes en la respuesta a azucares se han identificado
algunos de los componentes que forman parte de las tres vias de sefializacion de glucosa
hasta ahora descritas. Se han identificado componentes que actian después de la
percepcion por la molecula sensora HXK1; asi como algunos factores de transcripcién. Sin
embargo, en las vias de sefalizacion por azUcares hasta ahora reconocidas aun existen
componentes que no se han identificado. Con el objetivo de identificar nuevos elementos
en las vias de sefalizacion por azucares y, en especifico de la glucosa, estamos
interesados en el estudio de los mecanismos de regulacién de genes cuya expresion se

encuentra modulada por azucares.

Mediante el estudio de la regulacion del gen STP1 se ha establecido que este gen se regula
por una via independiente de la HXK1, que no involucra la participacion de la proteina
SnRK1, ni componentes de la regulacién mediada por la proteina G. El analisis de la region
promotora de STP1 permitié determinar que la regulacion por azucares ocurre a nivel de la
transcripcién y, ademas, se establecié que los posibles elementos en cis que participan en
esta respuesta, se encuentran dentro de una region de 310 pb en su promotor. Estos
aspectos de la regulacion de STP1 por azlcares, y en particular por glucosa, hacen de
estos elementos herramientas idoneas para identificar a los componentes que conforman
la via de sefalizacion implicada en su regulacion. En este sentido, se pretende identificar
al o a los elementos en cis en el promotor de STP1 que participan en la represion por

glucosa.
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4 Hipotesis
Los elementos de respuesta a azlcares identificados dentro de la region regulatoria de 310

pb en el promotor del gen STP1, participa en la represién por glucosa.

5 Objetivo General

Identificar al elemento en cis en el promotor del gen STP1 que participa en la represién por

glucosa.

5.1 Objetivos Particulares

= Realizar un analisis in silico comparativo entre las regiones promotoras de genes
homologos de STP1 en otras especies vegetales.

= Obtener lineas homocigotas de plantas transgenicas de Arabidopsis que porten a los
elementos en cis fusionados al promotor 35S del CaMV.

» Analizar la regulacion por glucosa en cada una de las lineas transgenicas con las
distintas construcciones.

= |dentificar a los posibles motivos en cis involucrados en la respuesta a glucosa en la
region acotada.

= Realizar la mutacion del(os) elemento(s) candidato(s) para ejercer la represion de la
expresion de STP1 por glucosa.

= Evaluar la respuesta de represion por glucosa del (o de los) elemento(s) en cis

mutado(s) en plantas transgenicas.
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6 Materiales y Métodos

6.1 Generacidn de las construcciones GRE (Glucose Response

Elements)
Las construcciones se generaron previamente por fusion de los fragmentos GRE (Glucose
Response Elements) que contienen a los elementos en cis implicados en la represion por
glucosa del gen STP1, con el promotor 35S (p35S) del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV), en fusion transcripcional con el gen reportero que codifica para la enzima [3-
glucoronidasa (GUS), uidA, en el vector pBI101. Estas fusiones transcripcionales se
encuentran flanqueadas junto con el gen que confiere resistencia a kanamicina (nptll,
neomicin phosphotransferasell), para la seleccion de las plantas transgenicas, por los
bordes del T-DNA (Figura 7a). Cabe mencionar que la primera versién de los fragmentos
GRE, contiene un fragmento mayor (338 pb), al inicialmente acotado, debido a que los

oligonucleétidos empleados, no permitieron la amplificacién por PCR del fragmento de 310

pb.

Los fragmentos de 281, 253 y 177 pb, se generaron a partir del fragmento inicial de 310 pb
por amplificacion por PCR, introduciendo los sitios de restriccién Hindlll hacia el extremo 5’
y Kpnl hacia el 3’, y se clonaron en el vector pGEM-T. Por otra parte, se amplificé un
fragmento de 904 pb del p35S a partir del vector pBI121, introduciendo los sitios Kpnl y
Sacl en los extremos 5’ y 3’, respectivamente, y se cloné en el vector pPGEM-T. Ademas, el
p35S contiene un sitio de restriccion BamHI interno posicionado hacia el extremo 3. A
continuacioén se realiz6 una doble digestion de los distintos vectores pGEM-T que portan a
cada una de las diferentes versiones del fragmento GRE de 338, 281, 253 y 177 pb, con
las enzimas de restriccion Kpnl y Sacl para introducir un fragmento de 904 pb del p35S (el
cual fue obtenido mediante la digestion del vector pGEM-T::p35S) en el extremo 3’ de
dichos fragmentos. Finalmente, los fragmentos GRE en las diferentes versiones (de 338,
281, 253y 177 pb), fusionados al p35S, se subclonaron entre los sitios de restriccion Hindlll
y BamHI del vector pBI101, sustituyendo al p35S propio del vector, generando las
construcciones GRE338, GRE281, GRE253 y GRE177, respectivamente. Como control del
efecto de los elementos GRE sobre la regulacién del p35S se utilizo el vector pBI121, el
cual porta entre los bordes del T-DNA el gen que codifica para la enzima 3-glucoronidasa
de E. coli (GUS), bajo la regulacion del p35S y con la sefial de poliadenilacion de la nopalina

sintetasa (NOS), y el gen nptll, como marcador de seleccién en plantas (Figura 7b).
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Finalmente, cada una de las construcciones y el plasmido pBI121 (control), fueron

transferidos a la cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens para transformar plantas de

Arabidopsis.
a) H %
< ]
T @
b pNOS! npt” tNOS _‘ p35$ GUS tNOS b
WITTTE | |
GRE338: contiene 11 elementos que representan a 8 motivos distintos.
i | | TATCCAOSAMY CGACGOsAMY
| | ! TATCCA CGACG GATTA
GRE281: contiene 7 elementos que representan a 7 motivos distintos.
X MYBST1 EVENINGAT B G-box related
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GRE253: contiene 4 elementos que representan a 4 motivos distintos. GATAA
GRE177: contiene 1 elemento que representan a 1 motivo distinto.
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Figura 7. Esquema de las construcciones que portan alas fusiones transcripcionales de los fragmentos
GRE en el vector pBI101 y del vector pBI121. Se muestra el T-DNA que porta a las construcciones, en a) y
el plasmido pBI121 utilizado como control, en b). a) Las construcciones contienen diferentes fragmentos
generados a partir de un fragmento inicial de 338 pb del promotor de STP1, de 281, 253 y 177 pb (fragmentos
GRE), fusionados por el extremo 3’ al p35S (904 pb) entre los sitios de restriccion Hindlll y BamHI del vector
pBI101, en fusion transcripcional con el gen reportero de GUS. b) Se muestra el T-DNA del plasmido pBI121,
gue contiene al p35S fusionado al gen reportero de GUS. Se muestran los bordes derecho (RB) e izquierdo
(LB) del T-DNA el cual contiene ademas, el gen marcador que confiere resistencia a kanamicina (nptll), con las
secuencias regulatorias para su expresion en plantas: pNOS y tNOS, promotor y terminador de la nopalina
sintasa, respectivamente. La figura no esta a escala.

6.2 Transformacion de plantas de Arabidopsis
Durante el presente trabajo, se generaron las lineas pBI121 (control) y GREmut (que
contienen la mutacion del elemento 5-CACATG-3’, ver adelante). Las plantas de
Arabidopsis Col-0, se transformaron por el método de “inmersion floral” descrito por Clough
y Bent (1998). Se utilizaron plantas adultas conteniendo silicuas y flores, las cuales fueron

eliminadas dejando sélo los botones florales cerrados.

Se crecieron cultivos de A. tumefaciens C58C1 que portan al vector pBI121 o a la version
GREmut durante 16-20 h a 30°C, en agitacion constante (300 rpm). Los cultivos se

centrifugaron (a 7,000 rpm, a 4°C, durante 15 min) para formar una pastilla celular, la cual
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se resuspendié en el medio de infiltracién (sales MS, 0.5x; sacarosa, 5%; Silwet L-77,
0.05%), generando una agro-suspension. Las plantas se colocaron en una cdmara de
vacio, con los botones florales sumergidos en la agro-suspensién y sometidas a vacio (-50
kPa) durante un minuto, posteriormente se rociaron con agua y se transfirieron en posicion
horizontal a una charola. Después de 12 h, las plantas se enjuagaron con agua destilada,
para remover el exceso de la agro-suspensién, y se colocaron en posicién vertical. Cuando
la planta finaliz6 su ciclo reproductivo, aproximadamente 20 dias después de la

transformacion, se realiz6 la primera colecta de las semillas.

6.2.1 Desinfeccion de semillas
Las semillas se desinfectaron superficialmente con etanol industrial durante 1 minuto, se
sometieron a un lavado con hipoclorito de sodio al 20% durante 7 minutos. A continuacion,
se enjuagaron 4 veces con agua destilada y finalmente, se incubaron a 4°C durante 72 h
para su estratificacion. Las semillas se sembraron de acuerdo a los requerimientos de cada

uno de los experimentos.

6.2.2 Seleccion de lineas transgenicas
Las plantas transgenicas, correspondientes a las lineas control pBI121 y a las GREmut, se
seleccionaron en medio GM 1x (sales basales de Murashige y Skoog con vitaminas de
Gamborg, 4.44 g/L; MES, 0.5 g/L; sacarosa, 10 g/L y agar, 8 g/L; pH 5.7), suplementado
con kanamicina (50 pg/mL, Km®°). Siete dias después de la germinacion, se seleccionaron
cinco plantulas resistentes que correspondieron a la generacion (F1) y se trasplantaron a
sustrato vegetal Metro-Mix 200 (Grace Sierra, Milpitas, CA, USA) en donde crecieron y se

permitié la autopolinizacién de cada una de ellas.

Para la obtencién de las lineas homocigotas correspondientes a cada construccion y al
control pBI121, se analiz6 la segregacién de la generacién F», seleccionando aquellas que
provenian de una poblacién que mostré una segregacion de 3:1 (resistentes: sensibles,
75% de plantas resistentes) al agente selectivo (Km*°), lo que indicé la presencia de una
sola copia del transgen de interés en cada linea, con una alta probabilidad. Posteriormente,
las plantas seleccionadas se trasplantaron a sustrato, se permitioé su autopolinizacién, y una
vez concluido el ciclo reproductivo de la planta, se procedié a recolectar la semilla,
correspondiente a la generacidon F; (Figura 8). Para confirmar a las lineas en estado

homocigoto, la generacion Fz se sembré en el mismo medio selectivo y se seleccionaron
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las poblaciones de semillas en las que la resistencia a Km®°, se presentara en 100% de las

plantas germinadas.

—~\vz—

.

Figura 8. Esquema de la obtencién de lineas transgenicas homocigotas. Semillas de la generacion F
fueron obtenidas a partir de plantas transformadas por el método de “inmersion floral” (Fo), sembradas en medio
GM 1x, suplementado con kanamicina (50 pg/mL, Km>3°) y transferidas a sustrato para obtener la F2. Las semillas
obtenidas (F2) fueron analizadas para determinar su segregacién en medio selectivo suplementado con Km>0,
esperando obtener un patrén de segregacion de 3:1 (resistentes: sensibles), confirmando con mayor
probabilidad la presencia de una sola insercion del transgen. A partir de individuos de la F2 resistentes a Km?®0,
se obtuvo la F3, que fue finalmente evaluada para designar a las lineas homocigotas, donde el 100% de los

individuos mostraron resistencia al agente selectivo.

6.3 Evaluacioén de las lineas transgenicas pBI1121 y GREmut por
PCR

La presencia de los transgenes de las plantas transformadas con el pBl121, o con la
construccion GREmut, se corrobor6 mediante un analisis por PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando DNA gendémico de las plantas seleccionadas. Para el caso de las
plantas transgenicas que portan el T-DNA del vector pBI121 se emplearon los
oligonucledtidos 35SUp (5’ CGA AAA CTG TGG AAT TGA TCA GC 3’) y GUS4R (5° ACC
ATC AGC TTA TCG AAT C 3) para amplificar un fragmento de 1350 pb que corresponde
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al extremo 3’ del p35S y parte de la regién codificante de GUS. Mientras que, para las lineas
transgenicas con la construccion GREmut se utilizaron el par de oligonucleétidos pSTP1-
1346FwH (5' CTT TAT AAG AAA AAG CTT TGC TGC ATC 3’) y GUS4R (5° ACC ATC AGC
TTA TCG AAT C 3’), los cuales amplifican un fragmento de 2100 pb, correspondiente al
fragmento de 338 pb, el p35S y parte de la regién codificante de GUS.

Las condiciones utilizadas en las reacciones de PCR fueron: una fase inicial de
desnaturalizacion a 95°C por 3 min; seguido de 40 ciclos con una fase de desnaturalizacién
a 95°C durante 30 s, una fase de alineamiento a 55°C durante 30 seg y una fase de

extension a 72°C de 1 min por kb, y un ciclo final de extensién a 72°C por 3-5 min.

6.3.1 Evaluacion de las lineas transgenicas por actividad histoquimica
de GUS
Para corroborar la presencia del transgen en las plantas seleccionadas, se efectud el
ensayo histoquimico de actividad de GUS. Se utilizaron plantulas de diez dias de edad,
crecidas en el medio selectivo con Km®. Las plantas se transfirieron a microtubos de 1.5
mL con 500 pL de buffer de reaccion (buffer de fosfato de sodio, 100 mM, pH 7; EDTA, 10
mM; Ferricianuro de potasio, 0.5 mM; Ferrocianuro de potasio, 0.5 mM; TRITON X-100 al
0.1%, con 1 pg/mL del sustrato X-gluc [4cido 5-bromo-4-bromo-3-indolil glucurénidico]), e
incubadas a 37°C por 16 h. Una vez transcurrido el tiempo, se procedio a retirar la solucion,
y posteriormente fueron clarificadas siguiendo el protocolo descrito por Cordoba vy
colaboradores (2015), que consistié en remover los pigmentos de la plantula, a través de
una serie de 5 lavados con etanol al 70% durante 1 h cada uno. A continuacion, se
rehidrataron por incubacion en soluciones con 50% y 30% de etanol durante 15 min cada
una, y se transfirieron a una solucién 0.24 N de HCIl y 20% metanol y se incubaron a 62°C
por 1 h. Enseguida se transfirieron nuevamente a una solucion 7% NaOH y 20% metanol y
se incubaron por 25 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las plantulas se
rehidrataron en una serie de soluciones de 40%, 20% y 10% de etanol durante 15 min cada
una. Finalmente, las plantulas se conservaron en una solucion 50% de glicerol y 2% DMSO,

para analizarse en el microscopio estereoscépico (Nikon SMZ1500) 1x.

6.4 Tratamientos con azUcares

Para efectuar los tratamientos de las plantas se utilizaron cuatro lotes de 50 semillas de
cada una de las lineas, las cuales se desinfectaron como se describi6é anteriormente. Las

semillas se sembraron en matraces con 50 mL de medio MS liquido 0.1x con 0.5% de
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sacarosa, y se mantuvieron en agitacion continua (90 rpm), en fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad, durante diez dias. Una vez transcurrido el tiempo, el medio se reemplazé por
medio MS 0.1x sin fuente de carbono (-C, ayuno de fuente carbonada), manteniendo a las
plantas bajo las mismas condiciones de crecimiento durante 48 h. Al finalizar este segundo
periodo, el medio sin carbono se sustituy6 por nuevo medio MS 0.1x, sin fuente de carbono
(-C, considerado como un control del efecto del cambio de medio, y ausencia de carbono),
0 con 150 mM glucosa (como el tratamiento para determinar el efecto de la presencia de
azucares), o con 150 mM de manitol (utilizado como control osmético), por un periodo de 6
h, en agitacion continua (90 rpm). Ademas, se consideré un control que representa las

condiciones iniciales (T0), previas a realizar los tratamientos (Figura 9).

MS 0.1x
0.5% Sacarosa
10 dias

\V

MS 0.1x
Sin Carbono
48 hrs

Lavado

MS 0.1x
Tratamientos
6 hrs

Glucosa Manitol
Control Carbono 150 mM 150 mM

Figura 9. Esquema de los tratamientos realizados. Se sembraron 50 semillas por tratamiento, en medio MS
0.1x liquido con 0.5% de sacarosa. Después de 10 dias se reemplazé el medio por medio MS 0.1 x liquido sin
fuente de carbono por 48 h. Por Ultimo, se realizaron una serie de tratamientos con medio MS 0.1x sin fuente
de carbono, o con 150 mM de glucosa, o con 150 mM de manitol por 6 h. TO representa las condiciones previas

a los tratamientos.

6.5 Analisis por experimentos tipo Northern

Tras realizar los tratamientos anteriormente descritos, se procedi6 a recolectar cada una de
las muestras en N liquido. Para purificar el RNA total de cada muestra, el tejido vegetal se

triturd utilizando un mortero previamente enfriado con N liquido.

El tejido pulverizado se transfiri6 a un microtubo de 1.5 mL, se afiadié 1 mL de TRIzol®, y

se homogenizé utilizando un vortex. A continuacion, las muestras se incubaron a
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temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, se afiadieron 200 pL de cloroformo,
se mezclo utilizando un vortex y las muestras se centrifugaron por 15 min a 4°C, a 12,000
g. La fase acuosa se transfiri6 a un microtubo de 1.5 mL, se afadieron 500 pL de

isopropanol y se precipité durante 20 h a -20°C.

El RNA se recuper6 por centrifugacion (12,000 g a 4°C durante 10 min), se decant6 el
sobrenadante, se realiz6 un lavado con etanol al 75% y se centrifugé a 12,000 g durante 5
min, a 4°C. La pastilla que se formd, se sec6 a temperatura ambiente y se resuspendié en
50 pyL de agua ultrapura, calentando las muestras a 65°C por 10 min. Se cuantificé la
concentracion de las muestras de RNA y se procedi6 a cargar 10 pug de cada una en un gel
desnaturalizante al 1.5% de agarosa con 2% de formaldehido, en buffer de carga
(formaldehido al 25%, formamida al 62.5% y MOPS 1x). La electroforesis se realiz6 en
buffer MOPS 1x a 80V. Al término de la corrida, el gel se enjuag6 varias veces con agua
destilada para eliminar el exceso de formaldehido. A continuacién, el RNA se transfirié a
una membrana de nylon (Hybond N* Amersham, GE Healthcare Life Sciences) por
capilaridad, con SSC 10x (NaCl 1.5M, citrato de sodio 0.15M; pH 7.0) por aproximadamente
18 h. EI RNA se fij6 a la membrana con luz UV, utilizando un UV-Stratalinker (Stratagene®).
A continuacion, se corroboré la transferencia de las muestras a la membrana por tincién
con azul de metileno (acetato de sodio 0.5M, pH 5.2 y azul de metileno al 0.03%). La
membrana se sec0 y se almacend en una toalla de papel a temperatura ambiente hasta el

momento de la hibridacion.

Para la obtencion de la sonda de GUS, se utilizaron como templado el vector pBI101 y los
oligonucledtidos GUS3F (5" CGA AAA CTG TGG AAT TGA TCA GC 3’) y GUS4R (5 ACC
ATC AGC TTA TCG AAT C 3’), para amplificar por medio de PCR, un fragmento de 866 pb
gue corresponde a la region codificante del gen reportero de GUS. Para la sonda del gen
STP1, se utilizé el par de oligonucleétidos STP1-1 (5" TGC TAT AGT GGT TGT AAC GTT
CATT3)ySTP1-2 (5 GGC TAATACACTTTTTCC TTT ACG ACA 3’), y como templado
el plasmido que porta el fragmento de 499 pb, correspondiente al extremo 3’ del gen STP1,
localizada entre las posiciones 2,261 a 2,760 pb, con respecto al sitio de inicio de la

traduccion.

Para el marcaje radioactivo de las sondas de DNA se sigui6 el protocolo proporcionado por
el proveedor (Amersham). Se utilizaron 50 ng de las sondas, las cuales se mezclaron con
5 uL de “Primer solution”, se incubaron a 95°C, durante 5 min e inmediatamente después

se transfirieron a hielo, para posteriormente agregar el resto de los componentes de la
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reaccion: 10 uL de “labelling buffer” 1x, 2 uL de enzima Kleenow 1U/uL, el agua necesaria
para llevar el volumen de reaccion a 50 pL y por ultimo 50 uCi de [a®?P]-dCTP. La reaccion

de marcaje se incub6 a 37°C por 2 h, y después se desnaturalizé a 95°C.

La membrana se colocé en un tubo de hibridacién, y se prehibrid6é durante 12 h con 20 mL
de buffer de hibridacién (buffer de fosfatos 1M, pH 7.2; SDS, 20%; EDTA, 0.5M y albumina
bovina fraccion V al 1%), a 65°C en un horno Hybrid Shake ‘n’ Stack (Thermo Scientific).
La hibridacion se realiz6 a 65°C, por 16-18 h, agregando la sonda previamente

desnaturalizada.

Después de la hibridacién, se realizaron los siguientes lavados: 2 lavados con SSC, 2x y
SDS, 0.1%; 2 lavados con SSC, 0.5x y SDS, 0.1%; 2 lavados con SSC, 0.1x y SDS, 0.1%;
a 65°C, durante 15 min cada uno y un ultimo enjuague con SSC, 0.1x a temperatura
ambiente. Se efectuaron distintas exposiciones de placas autoradiogréaficas (Kodak; BioMax
MS film) con la membrana radioactiva, a -80°C y finalmente, se revelaron para la obtencion

de la sefal.

6.6 Generacion de la construccion portadora de la mutacién del
elemento CACATG

6.6.1 Mutagénesis sitio-dirigida del elemento CACATG por PCR
Este método se disefié para cambiar un nucle6tido o una secuencia corta de DNA con una
alta eficiencia. El primer paso consistié en sintetizar una cadena de DNA complementaria a
una cadena molde, excepto por la secuencia que se desea mutar (Clyde et al., 1978). Para
generar la mutacion del elemento CACATG, se utilizaron cuatro oligonucleétidos, dos de
los cuales son complementarios en una parte de su secuencia, incluyendo la mutacion del
elemento CACATG (CACATG>GCTTAT) (Figura 10). Se llevaron a cabo dos reacciones
paralelas de PCR en una de ellas se amplificé un fragmento de 168 pb, con el par de
oligonucleétidos pSTP1-1346FwH (el cual introduce el sitio de restriccion Hindlll en el
extremo 5 del fragmento, Tabla 2) y MutagRv (que porta la mutacién del elemento
CACATG, Tabla 2) (Figura 10a). En la segunda reaccion se amplificé un fragmento de 243
pb, utilizando el par de oligonucleétidos CAMutFw (que porta la mutacion del elemento
CACATG y es parcialmente complementario a MutagRv, Tabla 2) y pSTP1-1008R-P (que
introduce el sitio de restriccion Kpnl en el extremo 3’ del fragmento, Tabla 2) (Figura 10b).
Los fragmentos se purificaron a partir de gel de agarosa utilizando una columna (Wizard®

SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega®), y se utilizaron como molde y cebador en
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los ciclos iniciales de una tercera reaccién de PCR, utilizando los oligonucleétidos pSTP1-

1346Fw-Hy pSTP1-1008R-P, posicionados en los extremos de los fragmentos (Figura 10c).

Como producto final se obtuvo el fragmento original de 338 pb con el cambio secuencia
CACATG>GCTTAT (Figura 10c).

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados en la mutagénesis sitio-dirigida del elemento CACATG.

Oligonucleo6tido

Secuencia

Observaciones

pSTP1-1346FwWH

5 CTT TAT AAG AAA AAG CTT TGC TGC ATC &

Contiene el sitio de restricciéon
Hindlll (AAG CTT)

CAMutFw

5 GCG ATC CTT GCT GAT TAG GCT TAT ACG TGT
TCATTT ATT TTT GCC ACC ATT CCACCG 3’

Porta la mutacién del elemento
CACATG (CAC ATG>GCT TAT)

MutagRv

5 GGC AAA AAT AAA TGA ACA CGT ATA AGC CTA
ATC AGC AAG GAT CGC TAAAGT AAGCTG CC &

Porta la mutacion del elemento
CACATG (CAC ATG >GCT TAT)

pSTP1-1008R-P

5" GGC AAA AAT AAA TGA ACA CGT ATA AGC CTA
ATC AGC AAG GAT CGC ATT TCATTC GAC GGT CC &

Contiene el sitio de restriccion
Kpnl (ATA AGC)
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Figura 10. Esquema de la mutagénesis sitio-dirigida del elemento CACATG, por el método de extension
por fragmentos sobrelapados. (a) En una reaccion de PCR se amplificd un fragmento de 168 pb, mientras
que en otra reaccion (b), se amplifico un fragmento de 243 pb. Los fragmentos sintetizados se mezclan y
funcionan en una tercera reaccién como “megaprimers” (c), ya que contienen una regién complementaria (de
45 pb), donde se ubica la mutacién. El fragmento original de 338 pb se reconstituyé por la amplificaciéon por
PCR utilizando los oligonucleétidos pSTP1-1346FwH y pSTP1-1008Rv. Los oligonucleétidos CAMutFw y
MutagRv portan la mutacion del elemento CACATG (=).
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6.6.2 Ligacion del producto final de PCR

El fragmento de 338 pb que porta la mutaciéon del elemento CACATG se purificd (Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega®), cuantific6 (Nanodrop®, ND-1000) y se
cloné en el vector pGEM®-T Easy Vector System |, de acuerdo al protocolo del fabricante
(Promega®), utilizando una relacion inserto: vector de 3:1. Se transformaron células
electrocompetentes de E. coli DH5a por electroporacion (1.8 mV por 3.9 ms) con 2 uL de la
reaccion de ligacion, con un MicroPulser™ (BIO-RAD), y enseguida se transfirieron a un
tubo de ensayo con 1 mL de medio LB liquido. Las células se recuperaron por una hora a
37°C, con agitacion (300 rpm). Posteriormente, se procedié a sembrar las células en caja
Petri con medio LB sélido suplementado con ampicilina (100 pg/mL), IPTG (0.5 mM) y X-
Gal (80ug/mL) y, se incub6 a 37°C durante 20 h.

6.6.3 Analisis de colonias transformadas

Se verifico la presencia del inserto (fragmento de 338 pb) por medio de PCR en colonia,
utilizando el par de oligonucleétidos pSTP1-1346FwH y pSTP1-1008R-P (Tabla 2). El
protocolo de amplificacion incluyd una fase inicial de desnaturalizacion a 95°C por 3 min,
seguido de 40 ciclos con una fase de desnaturalizacién a 95°C durante 30 s, una fase de
alineamiento a 55°C durante 30 seg y una fase de extension a 72°C durante 30 s; y un ciclo
final de extension a 72°C por 3 min. La presencia y el tamafio esperado del inserto, se
confirmaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefiido con bromuro de
etidio (0.5 pg/mL).

Una vez corroborada la clonacion del fragmento de interés se procedio a extraer el DNA
plasmidico por el método de pequefia escala por lisis bacteriana (Miniprep; High Pure
Plasmid Isolation Kit, Roche). Se efectuaron cultivos de las colonias transformadas en
medio LB liquido suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron en agitacion
(300 rpm) a 37°C, durante 16 h. Una vez transcurrido el tiempo, se transfirieron 1.5 mL del
cultivo a un microtubo, se centrifugd (13,000 rpm por 2 min) y se descart6 el sobrenadante.
Las muestras se purificaron y posteriormente se cuantificaron (Nanodrop® ND-1000). La
presencia de la mutacién se corrobord por secuenciacion. Para realizar la secuenciacion
del fragmento GREmut en el vector pGEM-T, se emplearon los oligonucleétidos m13/pUC
-40 FORWARD (5 GTT TTC CCA GTC ACG TTG TA-3’) y m13/pUC REVERSE (5’ TTG
TGA GCG GAT AAC AATTTC 3’)
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6.6.4 Generacion de la construcciéon reportera GREmut
(pB1121::GREmut::p35S)
Una vez purificado el vector pGEM-T::GREmut, se realiz6 una doble digestion durante un
periodo de 16 horas, utilizando las enzimas de restriccion Kpnl y Sacl. Por otra parte,
utilizando las mismas enzimas de restriccién, se digiri6 el plasmido pGEM-T::p35S,
escindiendo un fragmento de 904 pb, que corresponde al promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (p35S). El p35S fue introducido al pPGEM-T::GREmut por ligacion entre

los sitios Kpnl y Sacl, utilizando una reaccion inserto: vector de 3:1.

Se transformaron células electrocompetentes de E. coli DH5a con el producto de ligacion y
se corroboré la presencia de la construccion por medio de PCR en colonia, utilizando el par
de oligonucleétidos pSTP1-1346FwH (5° CTT TAT AAG AAA AAG CTT TGC TGC ATC 3’)
y 35S-Rv (5 GGT TTC CGG ATA TTA CCC TTT GTT G 3’), los cuales amplificaron un
fragmento de 910 pb, correspondiente a la fusion del elemento GREmut con el p35S,

generando la construccion pGEM-T::GREmut::p35S (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de la generacion del plasmido pGEM-T::GREmut::p35S. Los plasmidos pGEM-

.

T::GREmuty pGEM-T::p35S fueron digeridos utilizando las enzimas de restriccion Kpnl y Sacl. El fragmento de
904 pb correspondiente al p35S fue clonado en el extremo 3’del fragmento GREmut entre los sitios Kpnl y Sacl

para generar el vector pGEM-T::GREmut::p35S.

Para generar la fusion con el gen reportero de GUS, el fragmento correspondiente al
elemento GREmut con el p35S, se escindié con una doble digestion con las enzimas Hindll|

y BamHI. Este fragmento se introdujo entre los sitios Hindlll y BamHI del vector pBl121,
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reemplazando al p35S propio del vector (Figura 12), por una reaccién de ligacion, utilizando
una relacion inserto: vector de 5:1. Se transformaron células de E. coli DH5a
electrocompetentes y se seleccionaron en medio LB suplementado con Km®, La presencia
del plasmido con la fusién de interés, se corroboré por PCR en colonia, utilizando el par de
oligonucledtidos pSTP1-1346FwH y GUS4R para amplificar un fragmento de 2100 pb. De
esta manera, se obtuvo el vector GREmut, el cual porta al fragmento GREmut, en fusion
con el extremo 5’ del p35S y con el gen reportero de GUS, en el vector del sistema binario,
pBI121 (Figura 12).

BamHI

Digestion
Hindlily BamHI

PGEM-T::GREmut::p35 Hindll

4,488 pb

BamHI

pBI121::GREmut::p358
15,797 pb

Hindlll Hindll -

Digestién

Hindlll y BamHI pBI121Ap353

14,412 pb

Figura 12. Esquema de la construccion del vector GREmut. El fragmento correspondiente al elemento
GREmut y al p35S fueron transferidos en los sitios Hindlll y BamHI, en sustitucion del p35S en el vector pBI121.
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7 Resultados

7.1 Analisis in silico comparativo entre las regiones promotoras

de genes homologos de STP1 en otras especies vegetales
Para determinar si alguno de los ocho motivos localizados en el fragmento de 310 pb de la
region promotora de AtSTP1 esta participando en su represidn en presencia de glucosa, se
realizé un andlisis in silico comparativo de las regiones promotoras de los genes homologos
de STP1 de otras especies vegetales. Para ello se procedié a identificar a los posibles
ortdlogos de STP1 en otras especies, utilizando la base de datos de “Phytozome”

(http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Aunque se considera que la longitud promedio

de un promotor eucariota es de 1 kb (Kristiansson et al., 2009; Yamamoto et al., 2011) se
utilizaron 2.4 kb por arriba del sitio de inicio de la traduccion de cada uno de los genes en
este analisis. Considerando que los genes que se regulan de la misma manera pueden
presentar elementos regulatorios en cis en comun, se realiz6 un estudio comparativo de las
regiones promotoras de los genes homologos de STP1. Se identificaron 11 homélogos de
STP1 (a nivel de secuencia de la proteina) en ocho especies, dentro de los cuales sélo dos
se encuentran descritos en la literatura. Uno de ellos es el gen VWHTL1 (Vitis vinifera Hexose
Transporterl), el cual codifica para un transportador de monosacaridos en uva (Vitis
vinifera), y cuya expresion se regula positivamente por sacarosa y ABA y, negativamente
por un aumento en los niveles de glucosa (Conde et al., 2006); el otro es el gen MdHT4
(Malus domestica Hexose Transporter4), que comparte un 93.8% de identidad a nivel de
proteina con AtSTP1 y se expresa principalmente en los frutos maduros del manzano
(Malus domestica) (Wei et al., 2014).

Se procedié a analizar la region promotora de cada uno de los genes identificados en la
base de datos, con la finalidad de encontrar a alguno de los ocho elementos identificados
previamente en AtSTP1, lo cual indicaria que tal elemento estaria actuando como un
elemento de respuesta a azlcares en cada uno de los homdlogos. Sin embrago, el analisis
demostrd que todos los elementos también estan presentes en la regién promotora de todos
los genes consultados. Por lo tanto, no fue posible identificar de esta manera a un elemento
Unico, compartido entre los diferentes promotores que pudiera reconocerse como un

elemento de represion por azucares (Tabla 3).

Como se muestra en la Figura 13, en cada una de las regiones regulatorias de los

homoélogos de STP1, fue posible identificar la presencia de al menos una repeticion de cada
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uno de los elementos presentes en el fragmento de 310 pb de AtSTP1. Por lo tanto, no fue
posible identificar de esta manera a un elemento Unico, compartido entre los promotores,
gue podria reconocerlo como un elemento de represion por azucares. En el presente
analisis, se identificé que el elemento EVENINGAT (5’ TATCT 3’) se encuentra en multiples
ocasiones a lo largo de todas las secuencias de los genes homoélogos de AtSTP1 (Figural3,
banda gris). Se ha demostrado que la expresiéon de diversos genes, incluyendo a AtSTP1,
se encuentra sometida a multiples mecanismos de regulacion, ademas de los azlcares
(Stadler et al., 2003; Haydon et al., 2013).

Cabe mencionar que el arreglo en el que se encuentran algunos de los elementos en los
promotores de estos genes es similar al que encontramos en el fragmento de 310 pb de
STP1 (Figura 13; recuadros anaranjados), lo cual sugiere que algunos de estos elementos
estarian participando en la represién del gen en respuesta a glucosa. Por ejemplo, el
elemento TATCCAOSAMY (5 TATCCA 3’) se encuentra repetido en al menos dos
ocasiones en todas las secuencias y, estas repeticiones muestran un arreglo en tdndem
con una separacion de 13-25 pb. En el promotor del gen a-Amy3D de arroz existen dos
elementos TATCCA que estan separados por 15 pb (Lu et al., 1998) (Figura 13; Flecha
purpura). Ademas, la mayoria de las repeticiones del elemento TATCCA se encuentran
sobrepuestas con los elementos MYBST1 (5" GGATA 3’), el cual es complementario al
elemento TATCCA (Hwang et al., 1998), y a I-box (5° GATAA 3’), en un arreglo similar al
descrito para el gen RAmy3D en arroz (Toyofuku et al., 1998) (Figura 13; Flecha azul).
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Figura 13. Distribucion de los elementos regulatorios presentes en los promotores analizados de los
genes homologos de AtSTP1 en distintas especies vegetales. Los recuadros negros representan 2.4 kb de
la region regulatoria de cada uno de los homolégos de AtSTP1, los elementos regulatorios en cis esta
representado por una franja de color, de acuerdo a la tabla que se presenta abajo. Los nimeros indican el
porcentaje de homologia, a nivel de proteina, que presentan cada uno de los genes con respecto a AtSTP1.
(caja anaranjada) corresponde a las zonas de la region regulatoria que presentan una mayor densidad de
elementos. (flecha purpura) indica una repeticion en taindem del motivo TATCCA. (flecha azul) representa la
localizacién de los motivos encontrados en la region promotora del gen RAMY3D.

49



7.2 Obtencidén de lineas homocigotas

Para analizar las lineas homocigotas GRE, se utilizaron los fragmentos de 338, 281, 253y
177 pb de la region promotora de STP1, fusionados al p35S y al gen reportero de GUS, se
seleccionaron las lineas independientes de la generacion F, de cada construccion, que
mostraron un 75% de plantulas resistentes al agente selectivo kanamicina (50pg/mL, Km*®9),
lo cual indicaba que probablemente portaban una sola insercién del transgen. A partir de
éstas, se seleccionaron individuos resistentes a Km*® y se obtuvo la siguiente generacion
(Fs), en la cual se corrobor6 el estado homocigoto del transgen por presentar una
segregacion de 100% de resistencia a Km®. A partir de esta generacion, se seleccionaron
tres lineas independientes para cada construccion: GRE338 (1)-4-1, (2)-1-1 y (6)-1-1;
GRE281 (2)-4-1, (3)-2-1 y (7)-2-1; GRE253 (2)-4-1, (3)-1-1 y (4)-1-1; GRE177 (1)-1-1, (3)-
2-1y (2)-4-1.

Con la finalidad de determinar si los elementos en cis que portan los fragmentos GRE,
modificaban la expresién conferida por el p35S, el cual es un promotor fuerte y constitutivo,
las lineas transgenicas fueron evaluadas por el ensayo histoquimico de actividad de GUS.
Se sembraron semillas de las lineas seleccionadas en medio GM 1x suplementado con
Km® y se ensayaron plantulas de 12 dias para la deteccion de la actividad de GUS. Los
resultados de este analisis demostraron que las plantas presentaron una clara actividad del
gen reportero en todos los tejidos. La actividad de GUS se detecto en los cotiledones, asi
como en las hojas verdaderas y en las raices, y en menor medida en el epicétilo de todas
las plantas ensayadas, por lo tanto, esto permiti6 determinar que los elementos en cis,
contenidos en cada uno de los fragmentos, no alteraron la actividad del p35S, bajo las

condiciones analizadas al presentarse de manera homogénea en los tejidos (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de la actividad de GUS en las lineas transgenicas homocigotas. Se muestran plantulas
de 12 dias, pertenecientes a las 3 lineas independientes seleccionadas para cada construccion, tefiidas por
actividad histoquimica de GUS, crecidas en medio GM 1x con Km>°,

Por otra parte, se generaron las lineas transgenicas control, las cuales fueron
transformadas con el plasmido pBI121 y que por tanto contienen la fusion del p35S con el
gen reportero de GUS y del gen que confiere resistencia a kanamicina. Las semillas
provenientes de las plantas transformadas con el pBl121 se sembraron en medio GM 1x
con Km®® y se seleccionaron plantulas resistentes, las cuales mostraron una coloracion
verde de los cotiledones y un desarrollo normal del sistema radical con respecto a las
plantas sensibles, las cuales presentaron falta de pigmentacion y un desarrollo pobre
(Figura 15).
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Figura 15. Seleccion de plantas transformadas con el plasmido pBI121. Se muestra la seleccion inicial, a
partir de semillas de las plantas Fo transformadas con el vector pBl121, en medio GM 1x suplementado con
Km?%0, Las plantas resistentes mostraron enverdecimiento de los cotiledones, lo cual sugiere la integracion del

transgen de seleccion (nptll) (circulos rojos).

Las plantas seleccionadas (F1) se transfirieron a sustrato y en éstas se corroboro la
presencia del transgen por medio de un analisis por PCR (Figura 16a y b). En seis de las
plantas analizadas se presenté amplificacion positiva de la fusion del p35S con el gen de
GUS, mientras que en tres s6lo se detectdé una baja concentracion del producto de la
amplificacion (Figura 16b). Para corroborar el estado transgenico de las seis plantas
positivas al andlisis por PCR, se ensay6 una hoja de cada planta por actividad de GUS. Se
observé tincién abundante en toda la lamina en cuatro de las hojas analizadas (plantas 26,
29, 31y 36), lo que corresponde al patrén esperado en la actividad de GUS al encontrarse
bajo el control del p35S. Mientras que, en las dos hojas restantes (plantas 22 y 24) se
presentd una tincion muy tenue (Figura 16c). Se obtuvo semilla de cada una de las seis
lineas transgenicas que corresponden a la F,. Posteriormente, se seleccionaron lineas
independientes de la generacion F, que mostraron un 75% de plantas resistentes a Km®,
lo cual denota con alta probabilidad la presencia de una sola insercion del transgen; éstas
fueron trasplantadas a sustrato para obtener la generacién Fs. Para continuar con la
obtencion de las lineas pBI121 (control) en estado homocigoto, se seleccionaron las plantas
(29), (31) y (36). A continuacion, se procedid a confirmar el estado transgenico de las tres
lineas seleccionadas en la Fs. Se sembraron en medio GM 1x suplementado con Km* y se
ensayaron plantulas de 12 dias para la deteccion de la actividad de GUS. Este andlisis
demostré que todas las plantas mostraron una coloracion azul en los cotiledones, hojas
verdaderas y en las raices. Por lo cual, se resolvié que todas las plantas de la generacién
Fs;de cada una de las lineas seleccionadas, continlan expresando al gen reportero de GUS,

al presentar actividad en todos los tejidos de la planta (Figura 16d).
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Figura 16. Analisis molecular de las plantas transformadas con el vector pBl121. a) Esquema del vector
pBI121, se muestra la posicion y el tamafio del fragmento amplificado con los oligonucleétidos 35SUp y GUS4R.
b) Confirmacién por PCR de la presencia de la fusion del p35S con el gen reportero de GUS. Se utiliz6 DNA
genodmico con los oligonucledtidos 35SUp y GUS4R (ver métodos, seccién 6.3), para amplificar un fragmento
de 1350 pb. (+), Control positivo, vector pBI121 purificado. (-), Control negativo, mezcla de reaccion sin
templado. c) Imagenes de las hojas de plantas adultas de la F1 de las lineas transgenicas independientes que
mostraron amplificacién positiva del transgen, seleccionadas para generar las lineas homocigotas control,
pBI121. d) Imagenes de plantulas de 12 dias de la Fs, que pertenecen a las lineas independientes seleccionadas

para efectuar los tratamientos.
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7.3 Analisis de la regulacion por azlcares en las lineas

transgenicas GRE
Con el propdsito de delimitar ain mas la regiéon que contiene a los elementos en cis de
represion por azlcares, plantas de las diferentes lineas transgenicas GRE (GRE338,
GRE281, GRE253 y GRE177) y de las lineas control pBI121 se sometieron a tratamientos
con glucosa (Glc). Las plantas se crecieron (en cuatro lotes de 50 semillas por linea) en
medio liquido suplementado con sacarosa (0.5%), por 10 dias y, posteriormente, se
sometieron a un ayuno de fuente carbonada (sustituyendo el medio por uno carente de
carbono) por dos dias. Al término del ayuno de carbono, las plantas se sometieron a
diferentes tratamientos: el medio se sustituy6 por uno sin fuente de carbono (-C), o con 150
mM de glucosa (+Glc), o con 150 mM de manitol (+Mtl), por 6 h. Las plantas se colectaron
y se purificé el RNA total para analizar la acumulacién del transcrito de GUS (como gen
reportero), y del gen STP1 (control endégeno del tratamiento de Glc), por experimentos tipo
Northern. Cabe mencionar que no se utilizé la actividad del reportero (GUS) para establecer
sus niveles de expresion, debido a que estudios previos mostraron que la actividad de GUS
es alta y muy estable, por lo cual no habria sido posible observar la represion bajo las

condiciones analizadas (Cordoba et al., 2015).

Se analizaron los niveles de expresion del gen reportero de GUS en tres lineas
independientes de cada una de las cuatro construcciones, con sus respectivos duplicados
experimentales. Como se muestra en la Figura 17, en las plantas de las lineas pBI121 no
se presentaron cambios significativos en los niveles del transcrito de GUS bajo ninguno de
los tratamientos; Unicamente en presencia de 150 mM de glucosa se observo una ligera
disminucién en los niveles de acumulacién del transcrito, lo cual podria sugerir que la
presencia de glucosa afecta la expresion conferida por el p35S sin embargo, esta reduccion
nunca llegé a ser similar a los niveles que se presentaron en las lineas GRE (ver mas
adelante). Por lo que respecta a las plantas de las lineas GRE338, GRE281 y GRE253, se
observo que los niveles de acumulacion del transcrito de GUS mostraron una reduccién en
presencia de Glc, comparados con los iniciales, previos a cada tratamiento (TO), y con los
tratamientos de —C y Mtl, evidenciando que los elementos contenidos en cada uno de estos
fragmentos son capaces de promover la represion en presencia de glucosa de la expresion
conferida por el p35S (Figura 17). Por lo que corresponde a la expresion de STP1 en estas
lineas, se observd claramente, con respecto al tiempo inicial (TO), una reduccion en los

niveles del transcrito de STP1 en las plantas sometidas al tratamiento con 150 mM de Glc
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y, no asi en las condiciones de ausencia de carbono (-C), ni en presencia de 150 mM de
manitol (+Mtl). Esto indic6 que, estando bajo la regulacion del p35S ninguno de los
tratamientos ejercio alteraciones en la expresion del gen reportero pero que el tratamiento
de Glc fue efectivo ya que mostré la represion que se esperaba en la region regulada de

estamanera en el promotor de STP1 (como control enddégeno de la represion por azucares).

Por otro lado, en las plantas de las lineas GRE177, los niveles de acumulacion del transcrito
de GUS, en presencia de 150 mM de Glc, no mostraron una reduccién, manteniéndose en
niveles similares a los observados en los tratamientos sin fuente de carbono (-C) y con 150
mM de manitol (+Mtl). Nuevamente, la acumulacion del transcrito del gen STP1 en la linea
GREL177 presentd una disminucion en presencia de Glc, mientras que en las condiciones
de —C y Mtl, los niveles del transcrito no mostraron cambios con respecto al control inicial
(TO). Esto permite concluir que el fragmento de 177 pb carece de los elementos de represion
por Glc y, por lo tanto, estos elementos se encuentran ubicados entre los fragmentos de
253 y 177 pb del promotor de STP1, en una regién de 76 pb. Sin embargo, debido a que
para realizar la clonacion de cada uno de los distintos fragmentos GRE en el vector pBI101
se generaron los sitios de restriccion Hindlll y Kpnl hacia los extremos 5 y 3’
respectivamente, Unicamente se considera una region de 69 pb, como necesaria para

conferir la represién del gen en respuesta a glucosa.
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Figura 17. Analisis de la regulacion por azlcares en las plantas transgenicas GRE y pBI121. Se analizé
la expresion de GUS y STP1 en plantulas de 12 dias de las lineas pBl121, GRE338, GRE281, GRE253 y
GREL177, bajo tratamiento de 2 dias en un medio sin fuente de C, y posteriormente sometidas a distintos
tratamientos por 6 h: sin fuente de carbono (-C), o con 150 mM de glucosa (+Glc), o con 150 mM de manitol
(+Mtl). Tiempo 0 (T0), corresponde al control previo a cada tratamiento. Se utilizaron 10 ug de RNA total y cada
membrana se hibridé con las sondas de STP1 y GUS. Como control de carga se muestra la tincién de los RNA

ribosomales con azul de metileno.

El fragmento delimitado de 69 pb se ubica entre las posiciones -1244 y -1174 pb, con
respecto al sitio de inicio de la traduccion del gen STP1. En este fragmento se encuentran
tres motivos distintos que han sido reportados como elementos de respuesta a azUcares en
la literatura. El primero de ellos, el elemento CGACGOSAMY (5° CGACG 3’) que se
identificé originalmente en la regién promotora del gen a-Amy3D en arroz, y que se requiere
para la represion de dicho gen en presencia de glucosa (Hwang et al., 1998). El segundo
corresponde al elemento GATTA (5 GATTA 3’) que se encontr6 mediante un analisis de
microarreglos, el cual revel6 que la secuencia que corresponde a este elemento, esta
presente en la region regulatoria de diversos genes que se reprimen por la presencia de
glucosa (Li et al, 2006). Por ultimo, el elemento G-box related (5° ACGTG 3’), es parte de la
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secuencia consenso de 11 pb (5’ C/A-ACACGTGGCA 3’) del elemento G-box (Lu et al.,
1998) este elemento se reportd por primera vez en la region 5 UTR del gen que codifica
para la subunidad menor de la enzima Ribulosa 1,5 bifosfato Carboxilasa Oxidasa (rbcS) y
participa en la regulacion de este gen por azlUcares (Salinas et al., 1992). Sin embargo, no
descartamos la posibilidad de que en la represion participara algin elemento no reconocido

hasta este momento.

7.4 Mutagénesis del elemento CACATG

Ademas de los tres elementos de respuesta a azlcares que han sido identificados en la
region regulatoria de diversos genes en distintas especies vegetales, que contindan
estando presentes en el fragmento de 69 pb; un trabajo realizado anteriormente en el
laboratorio, permitié identificar al elemento CACATG, el cual ha sido asociado como un
motivo de respuesta a distintas hormonas y a estrés (Li et al., 2007; Nakata et al., 2013).
Por lo cual, el determinar si tal elemento también participa como el sitio de reconocimiento
de un factor transcripcional que participa en la regulacién de la expresién génica en
respuesta a las fluctuaciones en los niveles de glucosa presentes en la célula, resulta ser

bastante novedoso e interesante.

Considerando que una proteina se uniera de forma especifica a estos elementos
reguladores en cis para ejercer la represion por Glc del gen STP1 paralelamente a este
trabajo, se identificaron proteinas de unién al fragmento de 310 pb de la regién promotora
de STP1, mediante un ensayo de DNA pull-down, en presencia de Glc. A partir del andlisis
de las proteinas identificadas se generé una lista de 10 proteinas que podrian estar
participando en la represién de STP1 en respuesta a glucosa (Cruz-Lopez, 2015). Dentro
de estos candidatos, destaca el factor transcripcional AIB (ABA INDUCIBLE; At2g46510),
el cual se caracteriza por contener dominios de unién a DNA del tipo bHLH y, por participar
como un regulador de la respuesta a ABA (Li et al., 2007). Este factor también se ha
identificado como JAM1 (JA-ASSOCIATED MYC2-LIKE) y, se ha reportado que las
proteinas con dominios bHLH participan como represores en las vias de sefalizacién por
acido jasmonico (JA). Nakata y colaboradores (2013) identificaron a AIB/JAM1 como un
represor pasivo que interfiere con la actividad de diversos factores transcripcionales,
previniendo la unién de éstos al motivo consenso 5° CACATG 3’. De manera coincidente,
en el caso del promotor del gen STP1, este motivo esté localizado en la region previamente
acotada de 69 pb, entre las posiciones -1208 y -1202 pb, con respecto al sitio de inicio de

la traduccion.
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Para determinar el posible papel del elemento CACATG en la respuesta a azlcares, se
procedié a realizar la mutacion en la versién del fragmento de 338 pb por medio de
reacciones de PCR, se sustituy0 la secuencia del elemento CACATG por la secuencia 5’
GCTTAT 3'. El fragmento amplificado de 338 pb, con el elemento CACATG mutado
(GREmut), fue clonado en el vector pGEM-T, y se corrobor6 por secuenciacion la presencia
de la mutacién. Esta mutacién no generd ningun elemento que pudiera participar en la

respuesta a azlcares en el fragmento de interes (Figura 18).

pSTP1-1346FwH

M13Fw
pSTP1
M13Rv

— MutagRv
M13Fw 7 SA A 5GTAAAATTTTATGTTTATGA 3TG CA

M13Fw TTTATTAAAAATTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACG
pSTP1

M13Rv TTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACG

Figura 18. Mutacién sobre el elemento CACATG. Alineamiento con los resultados de la secuenciacion de la
construccion pGEM-T::GREmut::p35S que presenta la mutacibn de 6 pb del fragmento GRE
(CACATG>GCTTAT) contra el fragmento de la region promotora del gen STP1 (caja roja), y los cambios en la
secuencia generados para introducir los sitios de restriccion Hindlll (caja verde) y Kpnl (caja azul). Ademas se

muestra la posicion de los oligonucle6tidos empleados para realizar los cambios en la secuencia.

Posteriormente, se clon6 al p35S delante del fragmento GREmut, generando la
construccién pGEM-T::GREmut::p35S. Finalmente, la fusién del fragmento GREmut con el
p35S se subcloné en el vector pBl121, entre los sitios de restriccion Hindlll y BamHI, en

sustitucion del p35S propio del vector, generando la construccion GREmut. A continuacion,
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se procedié a transformar células electrocompetentes de A. tumefaciens C58C1 con la
construcciéon GREmut, y se confirmo la presencia del plasmido portador de la construccion
por medio de PCR en colonia (Figura 19).

1000 pb () () VT T2 AT o e e g g 0 T 12

850 pb == - e e —E R "

Figura 19. PCR en colonia para confirmar la presencia del vector pBl121::GREmut::p35S (GREmut) en
las colonias transformadas de A. tumefaciens. El tamafio del fragmento amplificado corresponde a 910 pb,
utilizando los oligonucleétidos pSTP1-1346Fw-H y 35S-Rv. (+), Control positivo, vector pBI121::GREmut::p35S
purificado. (-), Control negativo, mezcla de reaccién sin templado. (1-12), Colonias de A. tumefaciens

analizadas.

Una vez corroborada la presencia del vector GREmut en A. tumefaciens, se transformaron
plantas de Arabidopsis ecotipo Columbia (Col-0) por el método de inmersion floral. Se
permitié su autopolinizacién y se colect6 la semilla (F1). Las semillas de la F1 se sembraron
para seleccionar a las plantas transgenicas en medio GM 1x suplementado con Km®°. Se
seleccionaron 17 plantulas resistentes que fueron analizadas por PCR y actividad de GUS.
Se confirmo el estado transgenico de nueve plantas F1 (GREmut2, 3, 4, 5, 8, 12, 13, 15y
17) por medio de PCR, utilizando DNA gendmico (Figura 20a y b). Por medio de un ensayo
de actividad histoquimica de GUS en hojas de roseta se observé coloracién azul en la
lamina de cada una de las hojas analizadas (Figura 20c). Se procedi6é a obtener la semilla
de cada linea que corresponden a la F; y, se seleccionaron aquellas que presentaron un
75% de plantas resistentes a Km®® para obtener la generacion Fs. Se seleccionaron las
lineas (4), (5) y (8). Al igual que las lineas GRE y pBI121 (control), se procedié a reafirmar
el estado transgenico de las lineas seleccionadas en la Fs, para lo cual se sembraron
semillas de las lineas seleccionadas en medio GM 1x suplementado con Km*® vy, se
analizaron plantulas de 12 dias en ensayos para la deteccién de la actividad de GUS. Los
resultados de este andlisis mostraron una clara actividad del gen reportero en todos los
tejidos de la planta. La actividad de GUS se detectdé en los cotiledones, en las hojas

verdaderas y en las raices, distribuida homogeneamente en los tejidos (Figura 20d).
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Figura 20. Confirmacion de las lineas GREmut. a) Esquema de la construccion GREmut, entre los bordes
del T-DNA del vector pBI121, se muestra la posicion y el tamafio del fragmento amplificado con los
oligonucledtidos pSTP1-1346FwH y GUS4R. b) Analisis por PCR, utilizando DNA genémico, con los
oligonucledtidos pSTP1-1345FwH y GUS4R. El tamafio esperado corresponde a un fragmento de 2100 pb. (+),
Control positivo: construccion GREmut. (-), Control negativo: mezcla de reaccién sin incluir el templado. c)
Imégenes de las hojas de plantas adultas de la F1 de las lineas transgenicas independientes que mostraron
actividad histoguimica de GUS. d) Imagenes de plantulas de 12 dias de la Fs, que pertenecen a las lineas
independientes seleccionadas para obtener a las lineas en estado homocigoto.

7.5 Analisis de laregulacién por azucares en las lineas GREmut
Para determinar la participacion del elemento CACATG en la represion de STP1 por
glucosa se muté la secuencia de este elemento (CACATG>GCTTAT) en la version del

fragmento GRE338 fusionado con el p35S y el gen reportero de GUS y posteriormente se
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obtuvieron plantas transgenicas. Para evaluar el efecto de esta mutacion en la regulacion
del gen reportero por azucares, se procedié a analizar los niveles de acumulacién de los
transcritos de GUS y STP1 en cuatro lineas transgenicas, en tratamientos con Glc y Mtl.
Como se muestra en la Figura 21, los niveles de expresion de GUS se mantuvieron sin
cambios, comparados con los niveles iniciales previos a cada tratamiento (T0). Con
respecto a los tratamientos sin fuente de carbono (-C) y con Mtl no se detectaron cambios
dréasticos en la acumulacion del transcrito de GUS en presencia de Glc. Estos resultados
sugieren que el elemento CACATG es suficiente para conferir la represion por Glc, debido
a que la mutacion de este elemento derivo en la pérdida de la represion por glucosa. El
efecto de represion por azlcar se confirmé mediante el analisis de los niveles del mensajero
del gen endd6geno STP1. Como se muestra en la Figura 21, la presencia de Glc promovio
la disminucion de los niveles del transcrito de STP1 con respecto al TO, mientras que se
mantuvieron en niveles similares en los tratamientos sin carbono (-C) y con Mtl, lo cual

valido la efectividad de los tratamientos.
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Figura 21. Analisis de laregulacién por azUcares de las lineas GREmut. Se muestra el analisis de expresién
de los genes de GUS y STP1 por experimentos tipo Northern, en las cuatro lineas GREmut independientes. Se
analizaron plantulas de 12 dias de edad sometidas a 2 dias de ayuno de fuente de C y posteriormente a
tratamientos sin fuente de carbono (-C), o con 150 mM de glucosa (+Glc) o con 150 mM de manitol (+Mtl),
durante 6 horas. TO indica los niveles de GUS y STP1 iniciales, previos a cada tratamiento. Se utilizaron 10 pg
de RNA total y cada membrana se hibridé con las sondas de STP1 y GUS. Como control de carga se muestra

la tincién de los rRNA ribosomales con azul de metileno.
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7.6 Analisis de los promotores de genes regulados negativamente

por glucosa
Una vez establecido que el elemento CACATG participa en la represion de STP1 por
glucosa, se procedié a analizar si tal elemento se encuentra presente en la region
regulatoria de 2.4 kb de los homélogos de STP1 en otras especies vegetales. La
identificacion del elemento CACATG en cada una de las secuencias, apoyaria la idea de
gue estos genes estan regulados por un mecanismo comun. Para este analisis también se
consideraron diversos miembros de la familia génica STP: STP4 (At3g19930), STP10
(At3g19940), STP13 (At5g26340), STP14 (Atlg77210) y, algunos otros genes que se
regulan negativamente por glucosa, y en cuya represion no esta involucrada la HXK1: ASN1
(At3g473409; Lam et al., 1998), UGP (At3g03250; Kleczkowski et al., 2004), SAUR32
(SMALL AUXIN UPREGULATED RNA 32; At2g46690), GASA4 (GAST1 PROTEIN
HOMOLOG 4; At5g15230; Zhong et al., 2015) y CYCD1 (CYCLIN D1; Atlg70210; Riou-
Khamlichi et al., 2000). La secuencia regulatoria 5’ de cada uno de los genes nombrados
anteriormente se obtuvo mediante la herramienta en linea: Seqg-viewer

(www.arabidopsis.orq).

Los resultados obtenidos en este analisis, demostraron que el elemento CACATG esta
representado en al menos una ocasién en cada uno de los promotores de los genes
analizados. Ademas, el hecho de que este elemento se conserve en la regién regulatoria
de los genes homdlogos a STP1 en distintos organismos vegetales; asi como en diversos
genes cuya expresion se regula negativamente por un aumento en los niveles de azlcares
(Figura 22), sugiere que el motivo CACATG podria participar en la regulacion de la
expresion de tales genes en respuesta a glucosa. Sin embargo, debido a que la posicion
en la que se encuentra este elemento no se conserva en los promotores de estos genes,
es probable que se requiera de la presencia de otras secuencias que permitan que tal
elemento sea reconocido como el sitio de union para factores transcripcionales que regulen

de manera negativa la respuesta a glucosa.
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Figura 22. El elemento CACATG esta presente en la region regulatoria de diversos genes que son
regulados por glucosa. En la figura estan representados 2.4 kb de la region regulatoria de los homdlogos de
STP1, y de diversos genes que se ha reportado que su expresion es regulada negativamente por un aumento
en los niveles de azlicares, como es el caso de algunos miembros de la familia génica STP. (m) Representa a

cada una de las repeticiones del elemento CACATG.
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8 Discusion

La sefializacién por azlcares es un proceso sumamente complejo mediante el cual se
desencadena una serie de respuestas que involucran la participacibn de numerosos
factores de transcripcion, los cuales, a su vez, son capaces de regular la expresion de
diversos genes (Hwang et al., 1998; Morita et al., 1998; Tofokuyu et al., 1998; Rolland et
al., 2002). En las ultimas décadas se han llevado a cabo varios andlisis que han aportado
datos importantes para comprender los mecanismos que permiten que los azlcares puedan
inducir o reprimir la expresién de una gran variedad de genes, como es el caso de diversos
transportadores de azUcares, o de algunos genes implicados en la sintesis y removilizacion
de azucares como INV, SUS (Koch, 2004) o el gen que codifica para la AGPasa (Kolbe et
al., 2005), ademas de otros implicados en la fotosintesis como CAB1 y rbcS (Sheen et al.,
1990; Koch et al., 1996; Jang et al., 1997, Rolland et al., 2002; Rolland y Sheen, 2005;
Koch, 2004; Rolland et al., 2006; Eveland y Jackson, 2012). Es por ello que estamos
interesados en conocer mas y entender mejor estos mecanismos de regulacién. En
particular, en este trabajo, se propuso identificar los elementos en cis que participan en la
regulacién por azlcares a nivel trasncripcional y, de esta manera, dilucidar algunos de los
componentes de las cascadas de sefializacion involucrados en este tipo de respuesta. Los
datos de este trabajo permitieron identificar al motivo CACATG como un nuevo elemento
de respuesta a glucosa, cuya presencia es necesaria para conferir la represion del gen

STP1, en respuesta a un aumento en los niveles de este azUcar.

8.1 Identificacion de los elementos en cis involucrados en la

represion del gen STP1 por glucosa
Se ha evidenciado que los niveles de los transcritos de algunos genes que codifican para
miembros de la familia de transportadores de azucares STP (SUGAR TRANSPORTER
PROTEIN), presentan una alta sensibilidad a los cambios en los niveles de azucares (Price
et al., 2004; Villadsen y Smith, 2004). En la region de 310 pb del promotor de STP1, la cual
es necesaria para que ocurra la represibn en presencia de glucosa, identificada
previamente en nuestro laboratorio, estdn presentes diversos motivos en cis que se
reconocen como elementos de respuesta a azlcares en otros genes y. por lo cual podrian

participar en la regulacion de STP1 por glucosa (Cordoba et al., 2015).

Los andlisis por remocion de secuencias en promotores han permitido identificar regiones

importantes para su regulacién (Zarka et al., 2003; Cominelli et al., 2011). Este tipo de
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analisis han sido empleados extensamente para identificar secuencias importantes para la
regulacion de diversos genes en respuesta a azucares en plantas (Ishiguro y Nakamura,
1994; Toyofuku et al., 1998; Maeo et al., 2005). Sin embargo, tan s6lo un nimero limitado
de estos estudios han demostrado que tales secuencias sean capaces de reprimir la
expresion de un gen, fusionado a un promotor fuerte, como el p35S, en respuesta a un
aumento en los niveles de glucosa (Toyofuku et al., 1998; Lu et al., 1998; Girin et al., 2007).
Por lo cual, hasta la fecha, no se ha podido determinar si las secuencias que confieren la
represion de genes en respuesta a los niveles de azucares, pueden actuar de manera

auténoma, o requieren de un contexto especifico para su funcion reguladora.

Diversos estudios han demostrado que existen secuencias que son lo bastante especificas
y fuertes como para llegar a inhibir la expresion del p35S. Un ejemplo de ellos es el trabajo
descrito por Cai y colaboradores (2007) quienes manipularon el funcionamiento del p35S
mediante la fusion de una serie de elementos denominados LPSE (Leaf and Panicle/Stem-
specific Element), que fueron capaces de conferir regulacién especifica sobre tal promotor.
El andlisis de la fusion transcripcional del fragmento original de 338 pb al p35S nos permitié
corroborar los resultados obtenidos por Cordoba y colaboradores (2015), en los cuales se
evidencié que la presencia de alguno(s) de(los) elemento(s) contenidos en el fragmento,
son suficientes para conferir la represion de un gen, que es regulada por un promotor fuerte

y constitutivo como lo es el p35S por glucosa.

A través del andlisis in silico de los promotores de genes homologos de STP1 en otras
especies vegetales, se demostré que todos los elementos reguladores en cis de respuesta
a azlcares, localizados en la regién de 310 pb, también se encuentran en los promotores
analizados. Ademas, en todos estos promotores fue posible identificar algunas zonas
altamente pobladas de elementos de respuesta a azlcares, cuyo arreglo se asemeja al que
se encontré en el fragmento de 310 pb, siendo mas parecida entre los organismos
filogenéticamente mas cercanos, como es el caso de A. thaliana y Arabidopsis lyrata. Esto
sugiere que los elementos reguladores en cis, y el mecanismo de regulaciéon que actlan
para reprimir la expresion de STP1 en Arabidopsis, podrian actuar del mismo modo en la
regulacién de los genes homdlogos. Por otro lado, la presencia de multiples copias del
elemento EVENINGAT (5 TATCT 3’) en la region promotora de los diversos homologos de
AtSTP1 respalda la idea de que los niveles de azlcares influyen directamente en la
regulacién circadiana de diversos genes, sugiriendo una interconexion entre ambos

mecanismos reguladores (Haydon et al., 2013).
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A pesar de que los analisis in silico de elementos regulatorios en cis han llegado a ser
importantes para la identificaciéon de estos elementos dentro de las regiones promotoras,
éstos unicamente pueden ser considerados como un referente de la posible participacion
de dichos elementos en la regulacion de la expresion del gen en condiciones especificas.
El hecho de que las secuencias que conforman a estos elementos sean de un tamafio tan
reducido (4-8 nt en promedio), ocasiona que frecuentemente se identifigue a un gran
numero de posibles elementos por los algoritmos actuales de prediccion. En los genomas
mas grandes, como es el caso de los organismos eucariotas, es posible encontrar un gran
numero de copias de secuencias cortas que pertenecen a un mismo elemento, a pesar de
ello, y de acuerdo a su localizacién y accesibilidad, Unicamente una pequefia porcidn de
estas copias podria ser funcional y permitir la unién de proteinas in vivo (Hardison y Taylor,
2012; Hernandez-Garcia y Finer, 2014). Un claro ejemplo de ésto es el motivo GATAL
(GATA-binding factor1) cuya secuencia (5 GATA 3’) se repite en al menos 8 millones de
veces en el genoma de ratén (Mus musculus), y de los cuales, solamente 15,000 de estas
secuencias, funcionan como sitio de unién de un factor transcripcional (Zhang et al., 2009).
Por lo tanto, resulta esencial la comprobacién de la funcionalidad de estos elementos de

manera experimental.

Estudios previos han demostrado que existen secuencias regulatorias en cis que son
capaces de regular la expresion de un gen fusionado al p35S minimo (p35Smin, ~136 pb),
en respuesta a un cambio en los niveles de azlcares (Chan et al., 1994; Lu et al., 1998;
Girin et al., 2007). Sin embargo, este trabajo es el nico del que tenemos conocimiento, en
el cual, se demostré que la presencia de un elemento regulatorio en cis es capaz de reprimir
la expresion de un gen conferida por el p35S completo. Por lo que respecta a este estudio,
se demostrd que en las lineas GRE338, GRE281 y GRE253, esta(n) presente(s) el(los)
elemento(s) de respuesta a glucosa, que podria(n) estar participando en la represion de
STP1. Mientras que, en la linea GRE177, la acumulacion de los niveles del transcrito de
GUS indica que en estas 177 pb ya no estd presente ninguno de(los) elemento(s)
involucrados en la respuesta de represion por glucosa bajo las condiciones analizadas.
Estos resultados permiten concluir que existe una region de 69 pb, donde se encuentran
incluidos tres elementos identificados por el analisis in silico que corresponden a tres tipos

de motivos que podrian estar participando en la represion del gen STP1 por glucosa.

A pesar de que los resultados obtenidos en este analisis no contemplan la participacion de
los motivos TATCCAOSAMY (5 TATCCA 3’) y SREATM (5 TTATCC 3’) que se ha

66



demostrado experimentalmente que ambos elementos participan en la respuesta de
represion génica por azucares (Lu et al.,, 1998; Tatematsu et al., 2005). Es importante
considerar que las construcciones GRE empleadas en este trabajo se encuentran
regulando a un promotor alterno, el p35S; por lo cual no es posible descartar del todo la
participacion de estos motivos en la regulacion por glucosa del STP1, debido a que estos
se encuentran fuera de su contexto genémico en donde podrian ser relevantes para que

ocurra este tipo de respuesta.

8.2 El fragmento de 69 pb contiene a los elementos en cis que

participan en larepresion de STP1 por glucosa
Entre la linea GRE253, que aln presenta la respuesta de represion por glucosa y la linea
GREL177, la cual mostré pérdida de esta represion, se encuentra una region de 69 pb que
aun conserva tres de los elementos reguladores en cis, identificados inicialmente in silico
por Cordoba y colaboradores (2015). Estos elementos, denominados CGACGOSAMY (5’
CGACG 3’), GATTA, G-box “related” (5° ACGTG 3’), estan relacionados con la regulacién
de diversos genes en respuesta a azucares en distintas especies vegetales. Por lo que
respecta a los tres elementos contenidos en la region de 69 pb, los elementos
CGACGOSAMY y G-box “related” actuan en la modulacion de las respuestas de represion
por glucosa en arroz (Lu et al., 1998; Hwang et al., 1998). Mientras que, el elemento GATTA
s6lo ha sido propuesto como un elemento de represion por azlcares a través del analisis
de expresion global, en Arabidopsis (Li et al., 2006). De esta manera, mediante el andlisis
de las distintas construcciones GRE, en presencia 0 ausencia de glucosa, se logré acotar
una region de 69 pb, la cual contiene al menos a un elemento en cis que participa en este
tipo de respuesta y, por tanto, parece desempefiar un papel fundamental en la represion de

STP1 por altos niveles de glucosa.

Aunado a lo anterior, un ensayo del tipo DNA pull-down que se realizd en paralelo a este
trabajo, revel6 la presencia del factor transcripcional AIB/JAM1 (Cruz-Lopez, 2015), y
sugiri6 que este factor reconoce y se une a algun elemento especifico ubicado en el
fragmento de 310 pb en presencia de glucosa (150 mM). AIB/JAM pertenece a la familia de
factores transcripcionales con dominio bHLH (“basic Helix-Loop-Helix”) (Li et al., 2007;
Nakata et al., 2013). La secuencia candnica que reconocen los factores transcripcionales
bHLH es el hexamero conocido como E-box (5 CANNTG 3’) (Massari y Murre, 2000). Se
ha reportado que el factor transcripcional AIB/JAM1 actla como un represor a nivel

transcripcional, regulando las vias de sefializacion por acido jasménico de manera negativa
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(Nakata et al., 2013), a partir del reconocimiento de variantes de la E-box, siendo una de
éstas el elemento 5’ CACATG 3'. Asimismo, en la regién acotada de 69 pb se identifico a la
secuencia 5 CACATG 3’, localizada entre los -1208 y -1202 pb antes del sitio de inicio de
la traduccién. Por lo cual, el hecho de que se haya identificado a un factor transcripcional
gue se una a la regién de 310 pb Unicamente en presencia de Glc, y dado que una de las
secuencias que es reconocida por dicho factor transcripcional (5° CACATG 3’) se conserve
dentro de la region que se acoto6 durante el presente andlisis, hicieron de éste un candidato
prioritario para determinar su posible participacion en la represion de STP1 por Glc a pesar

de que no existen reportes previos que lo relacionen con la respuesta a azUcares.

8.3 El elemento CACATG participa en larepresion de STP1 por

glucosa

El andlisis de las lineas GREmut evidencié que no existe un cambio significativo en
respuesta a azUcares entre los niveles de acumulacién del transcrito de GUS en el
tratamiento con Glc, con respecto a los tratamientos sin fuente de carbono y de manitol.
Los resultados de este andlisis demostraron que la mutacién del elemento CACATG resulto
en la pérdida total de la represion por azlcares, indicando que este elemento participa en
la represion de STP1 en respuesta a glucosa bajo las condiciones analizadas. Actualmente
no existe un antecedente que relacione directamente al elemento CACATG con la
respuesta a azUcares en plantas. Sin embargo, un gran nimero de reportes lo han
relacionado con la regulacion de la expresion génica en respuesta a distintos tipos de estrés
como: sequia (Abe et al., 1997) o luz (Acevedo-Hernandez et al., 2005) y también a distintas
hormonas como ABA (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1993; Abe et al., 1997), auxinas
y brasinoesteroides (Nemhauser et al., 2004; Walcher y Nemhauser, 2012) y &cido
jasmoénico (Dombrecht et al., 2007; Chen et al., 2011, Qi et al., 2011).

Adicionalmente, el elemento CACATG también se puede catalogar como una variante del
elemento E-box (Enhancer-box); ya que, la secuencia consenso de este tipo de elemento
es el hexdmero 5' CANNTG 3' (donde “N” puede ser cualquier nucleétido) (Massari y Murre,
2000). Los factores transcripcionales que reconocen al elemento E-box, y a diversas
variantes de éste, poseen un dominio del tipo bHLH (Heim et al., 2003). Este dominio
consiste en dos a-hélices anfipaticas (encargadas de estabilizar la dimerizacion entre
proteinas) que estan separadas por una pequefia secuencia de aminoacidos que forman
un giro en 3. Ademas, cada proteina del tipo bHLH, posee una regién basica que ayuda a

mediar el reconocimiento entre el factor de transcripcion y el motivo E-box en la region
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regulatoria de diversos genes (Ellenberg et al., 1994). Dependiendo del motivo en la
secuencia de DNA, los factores transcripcionales del tipo bHLH poseen una afinidad por un
conjunto diferente de residuos béasicos que dependen de la identidad de las dos bases
centrales (Toledo-Ortiz et al., 2003). Por ejemplo, el motivo palindrémico G-box (5’
CACGTG 3), involucrado en el control de la expresion génica mediado por fitocromos y a
diversos tipos de estrés como sequia y a hormonas como ABA y acido jasmonico (Martinez-
Garcia et al., 2000; Rolland et al., 2006); o el motivo S-box (5° CACCTG 3’) que esta
presente en las regiones promotoras de diversos genes que se regulan por la luz (Acevedo-
Hernandez et al., 2005).

Las secuencias que corresponden a los motivos del tipo G-box, 0 a alguna de sus variantes,
estan presentes al menos una vez en aproximadamente el 30% de las regiones 5
regulatorias de todos los genes de Arabidopsis (Dombrecht et al., 2007). Debido a ello, y al
vasto numero de factores transcripcionales del tipo bHLH (~147 miembros en Arabidopsis;
Toledo-Ortiz et al., 2003) que podrian unirse a esta secuencia, es légico pensar que no
todos los genes que contienen esta secuencia estén regulados por el mismo factor
transcripcional. Un estudio previo reporté que existen bases conservadas adicionales en
las secuencias que flanquean el hexamero del motivo G-box que participan en la union del
factor transcripcional MYC2 al DNA; ademas, la sustitucion de alguna de estas bases, es
capaz de alterar la capacidad de unién del factor transcripcional a la secuencia del DNA
(Dombrecht et al., 2007). Por ejemplo, un cambio de base en la segunda pirimidina (C) que
conforma a las secuencias reconocidas por MYC2 (5° CACGTG 3, 5 CACATG 3’y 5
CACGTT 3’) disminuyen drasticamente su capacidad de union al DNA (Dombrecht et al.,
2007). Por ello es posible que la presencia de una adenina (A) en la cuarta base del
hexamero que compone a este elemento (5° CACATG 3’) pueda ser esencial para que éste
actie como el sitio de unién para factores transcripcionales que participen en la respuesta

a glucosa.

8.4 Posible mecanismo de represion de STP1 por glucosa
En los organismos eucariotas, el inicio de la transcripcion es el punto principal en el cual se
regula la expresion de un determinado gen. Este proceso es regulado mediante la unién
especifica de diversos factores transcripcionales a elementos en cis en la region regulatoria
de sus genes blanco. Estos factores pueden actuar activando y/o reprimiendo la

transcripcién (Gaston y Jayamaran, 2003; Krogan y Long, 2009).
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En este trabajo se evidenci6é que el elemento CACATG emula la represion por glucosa en
el contexto del p35S, indicando que es capaz de participar en la regulacién por glucosa de
STP1. Los datos indican que la secuencia que de este motivo funciona como el sitio de
union de un factor transcripcional que actia como un regulador negativo de la expresion de
este gen. Por otro lado, es posible que el factor transcripcional tipo bHLH AIB/JAM1
corresponda a uno de los elementos reguladores en trans de la expresion de STP1 y, por
tanto, uno de los componentes en una via de sefalizacion por glucosa que auin no ha sido
descrita (Cruz-Lopez, 2015). Sin embargo, la unién de AIB/JAM1 al promotor de STP1y,
en especifico al elemento CACATG no ha sido comprobada experimentalmente. Aunado a
ésto, se ha evidenciado que AIB/JAM1 es capaz de actuar como un represor interfiriendo
con la unién de algunos activadores como MYC2 en la via de sefializacion por acido
jasmonico, con el cual comparte los mismos sitios de unién, entre los cuales se encuentra
la secuencia 5° CACATG 3’ (Nakata et al., 2013). El alineamiento de las secuencias de
AIB/JAM1 con otros factores del tipo bHLH como MYC2, MYC3 y MYC4 demostré que tal
diferencia en la actividad se debe a que la regién acidica de las proteinas MYC2/3/4, que
actia como un dominio de activacion no se conserva en AIB/JAM1 (Fernandez-Calvo et al.,
2001; Nakata et al., 2013),

Sin embargo, debido a que hasta este momento no se han identificado mas componentes
gue participen en la regulacién por glucosa en STP1, que se posicionen por encima del
factor transcripcional o que actien como los sitios de reconocimiento para otro tipo de
factores (activadores o represores) en base a los resultados obtenidos en este trabajo, es
probable que, en respuesta a la presencia de glucosa, AIB/JAM1 reconozca y se una a la
secuencia 5 CACATG 3’ dentro del fragmento GREmut. La union de este factor
transcripcional estaria provocando la inhibicion de la expresion del gen (Figura 23a). Por
otro lado, este modelo no descarta la posibilidad de que algun otro elemento que puede
estar localizado en la secuencia que corresponde al p35S o al gen reportero de GUS,
permita que bajo las condiciones analizadas el elemento CACATG actue como el sitio de
union para un represor como AIB/JAML. Por otro lado, el factor transcripcional en cuestion,
también podria actuar como un co-represor, interaccionando con un represor que
reconoceria al motivo CACATG, interfiriendo en ambos casos, con la transcripcién del gen
(Figura 23b).
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Figura 23. Mecanismos de represiéon de STP1 por glucosa. a) En presencia de glucosa, un factor
transcripcional, como AIB/JAM1, reconoce y se une al elemento CACATG en la region promotora de STP1,
interfiriendo con la expresion del gen. b) La presencia de glucosa permite que una proteina que actia como un
co-represor pueda unirse a un represor que interactiia con el elemento CACATG para reprimir la expresion del

gen.

Por otra parte, la existencia de mas motivos en cis ubicados en la regién acotada de 69 pb,
reconocidos por participar en la represion por azlcares, no excluye la posibilidad de que
éstos pudieran permitir la unién de un represor de manera cooperativa al promotor de STP1
y, a la falta de uno, se pierda la represion. Sin embargo, ya que la represion se pierde
completamente en las lineas mutantes del elemento CACATG (GREmut) indica que este
elemento es suficiente para mediar la represion, y que posiblemente exista una interaccion
con un factor que se una a algun otro de los elementos en cis y qué en conjunto, formen un

complejo represor de la transcripcion.

De esta manera, el resultado novedoso en este trabajo consistié en asociar al motivo en
cis, con la secuencia 5 CACATG 3’, como un elemento de represion en la via de
sefalizacion por glucosa. Ademas, la caracterizacion del elemento CACATG, aporta
informacién necesaria para comprender y dilucidar los diversos mecanismos de
sefializaciobn mediante los cuales los azlcares y, en especifico la glucosa, regulan la

expresion de diversos genes.
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9 Conclusiones

Las diferentes versiones de los fragmentos GRE (338, 281 y 253 pb) fueron suficientes para

conferir la represién por glucosa al p35S.

Se acot6 una regién de 69 pb que contiene a los elementos necesarios para la represion

del gen STP1 por glucosa bajo las condiciones analizadas.

Los resultados obtenidos en este estudio, identificaron al motivo CACATG del promotor de
STP1 como un componente del mecanismo de represion por glucosa. Sin embargo, no se
descarta la participacion de algun otro elemento presente en la region acotada de 69 pb
(CGACGOSAMY, G-box “related” y GATTA). Por otra parte, debido a que el analisis del
fragmento original de 310 pb de respuesta a glucosa fue aislado de su contexto gendmico,
no es posible descartar del todo a los elementos que se encuentran fuera del fragmento de
69 pb (TATCCAOSAMY, MYBST1, I-box core, EVENINGAT y CATCC).

Se evidenci6 por primera vez, la participacion del motivo CACATG como un elemento en

cis implicado en la represion por glucosa.
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10 Perspectivas

Para corroborar la participacién del elemento CACATG en la represién por glucosa es
necesario analizarlo en el contexto genémico del gen STP1. El andlisis por ensayos del tipo
Northern de lineas que presenten la mutacibn del motivo CACATG
(pSTP1CACATG>CCTTAT:.STP1]) en la regidn regulatoria de STP1, corroboraria la participacion

de este motivo en la represién por glucosa.

Para determinar el papel que podria estar desempefiando el factor transcripcional
AIB/JAM1 en la represion de STP1 por glucosa, es necesario analizar el patron de expresion
del transcrito de STP1 en la mutante de AIB/JAM1 (jam1-1 [SAIL_536_F09]).

Es probable que, para que ocurra la represién por glucosa se requieran de otros motivos,
ubicados en la region de 69 pb, que actien de manera cooperativa con el motivo CACATG
en la represion de STP1. Por lo cual, sugerimos analizar la participacion de alguno de los

otros de los elementos candidatos presentes en la region de 69 pb.
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