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Resumen

La funcion de los azucares en las plantas usualmente se relacionaba como una
fuente de energia y de esqueletos de carbono, sin embargo, ha cobrado mayor
interés su funcibn como moléculas sefal, puesto que se ha encontrado que
algunos azucares controlan funciones esenciales para las plantas, como son la
transicion de fases de crecimiento, las respuestas a estrés tanto biético como

abidtico y el desarrollo de la planta de acuerdo a estimulos externos e internos.

Los carbohidratos que funcionan como sefial son la sacarosa (Suc), la fructosa
(Fru), la glucosa (Glc), la trehalosa-6P (T6P) y los oligogalacturonidos (OGs).
Cada uno de estos azucares controla diferentes procesos en las plantas
mediante la regulacion de la expresién de ciertos genes que llevan a cambios
fisiolégicos en las plantas. Estos azlUcares requieren receptores que pueden
producir una sefial molecular para disparar las cascadas de sefializacion que
producirdn cambios en la planta. Las proteinas encargadas de percibir a estos
azlcares y comenzar con la sefializacion son las SnRK, el complejo TOR, y la
Hexocinasa (HXK). De las anteriores las primera sefializa cuando hay escasez
de azucares, mientras que las dos Ultimas participan en la percepciéon de la

abundancia de nutrientes o Glu, respectivamente.

La HXK ha sido la méas estudiada y puede funcionar como una enzima que
participa en el proceso glicolitico y como una proteina sensora que reconoce a
la glucosa y controla genes que tienen funciones fundamentales en el

crecimiento y desarrollo de la planta.

Los recientes avances en la dilucidacion de los mecanismos de sefalizacion
por azlcares en plantas no se han recopilado adecuadamente, por ello esta
revision monografica pretende ser el marco tedrico que ayude a futuras
investigaciones en este campo de estudio o como introduccién al tema con

informacién actualizada.



Objetivo general

Recopilar, organizar y analizar la informacién disponible en la literatura sobre
los azucares sefal y las proteinas que participan en las respuestas mediadas
por la sefal de abundancia o carencia de azlcares para modificar la fisiologia y

desarrollo de las plantas.

Objetivos particulares

Describir a los azucares que tienen un papel de molécula sefial en las plantas.

e Describir la participacion de SnRK1, TOR y HXK en los mecanismos de
percepcion y transduccion de la sefial por azucares.
e Presentar los mecanismos de percepcion de sefiales por HXK en

situaciones fisiolégicas que afectan el crecimiento de las plantas.



Introduccién

Las plantas son conocidas por ser organismos autoétrofos, sin embargo, debido
a su capacidad fotosintética, en realidad son un mosaico de tejidos autétrofos y
heterotrofos. Las hojas, en algunas ocasiones los tallos y en el caso de la
familia de las Orchidaceae, las raices sintetizan azucares y al producirlos en
exceso son capaces de donarlos, por lo que se les denomina tejidos fuente de
nutrimentos (Benzing et al., 1983; Granot et al. 2013). Mientras que el resto de
los tejidos de la planta son llamados demanda, debido a que carecen de la
capacidad fotosintética y dependen de los azucares proporcionados por los
tejidos fuente para su funcion. La dependencia de los tejidos demanda por los
azucares ha conducido a la planta a establecer mecanismos que le permitan
adquirir temporal y espacialmente (en sus tejidos) la concentracion y tipo de
carbohidratos necesarios para su actividad metabdlica y regular su fisiologia

(Gibson, 2000).

Asi, los azucares no solo son fuente de energia, esqueletos de carbono,
reguladores osmdéticos, componentes estructurales, sino también importantes
reguladores de procesos asociados con el crecimiento, la maduracion, la
reproduccion y la senescencia en las células vegetales. La funcion reguladora o
sefalizadora de los azucares se produce mediante el control de la expresion de
miles de genes relacionados con los procesos celulares de elongacion y
diferenciacion (Sheen, 2014). Uno de los azucares mas estudiados es la
glucosa (Glu), que posee una funcion como sefial en gran diversidad de
organismos, desde bacterias hasta eucariontes superiores, habiéndose descrito

como una sefal “universal” (Ramon et al., 2008). No obstante, otros azlcares



como la sacarosa (Sac), la fructosa (Fru), la trehalosa-6P (T6P) y los
oligogalacturonidos (OGs) también desempefian una funcion esencial en la
modificacion del metabolismo o fisiologia de la planta (Smeekens & Hellman,

2014).

Por otra parte, la percepcion de la sefial por azucares involucra al menos a tres
grupos de enzimas que pueden procesar y/o amplificar la sefial de los azlcares
en el citosol: la proteina relacionada a SnF1-proteina cinasa o0 SnRK1 que esta
relacionada evolutivamente a la familia de cinasas SNF1/AMPK, la cual es mas
activa cuando hay escasez de azUcares e inhibe el crecimiento de las plantas;
la proteina blanco de rapamicina (TOR; ‘Target of rapamycin’) y la hexocinasa
(HXK), las cuales promueven el crecimiento en presencia de altas

concentraciones de nutrientes o azucares (Emanuelle et al., 2016)

De estas tres proteinas, la que mas se ha estudiado es la HXK, enzima que no
solo es reguladora del proceso glicolitico al fosforilar hexosas sino también una
proteina sensora de Glu y necesaria para el crecimiento de las plantas. La HXK
evita la inversion innecesaria de energia en la sintesis de azucares al inhibir la

fotosintesis.

El objetivo de la presente revision es presentar informacion sobre los azlcares
postulados como sefial, asi como describir los mecanismos propuestos para la
percepcion de la sefal por azucares con especial énfasis en la percepcion
debida a HXK, por su papel regulador esencial de la fotosintesis, en el

desarrollo y por tanto un participante clave en la productividad de las plantas.



I. Los azucares y latransduccion de sefiales
Generalidades de los azlUcares

Los azucares son definidos quimicamente como polihidroxialdehidos o
polihidroxicetonas y de acuerdo al nimero de unidades que los conforman
pueden clasificarse en monosacaridos (un azucar), disacéridos (dos azucares)
y oligosacéridos (més de dos azucares) (Gleason, 2012; Carey, 2006).

Los monosacaridos son moléculas pequefias que contienen de tres a nueve
atomos de carbono, varian en tamafio y en la configuracion estereoquimica de
uno 0 Mas centros asimeétricos, los mas conocidos son las hexosas, como la
Glu y la Fru. Estos no sélo sirven como moléculas metabolicamente oxidables,
sino que también son constituyentes estructurales de los seres vivos. Por
ejemplo, el DNA esta construido con azlcares sencillos, su esqueleto consiste
en grupos fosfato que se alternan con la desoxirribosa, un azlcar ciclico de
cinco atomos de carbono. Asi mismo, los monosacéridos se pueden enlazar
para formar disacéridos como la Sac y la maltosa o bien para generar una gran
diversidad de estructuras de oligosacaridos. En las plantas, los mas comunes
son el almidon y la celulosa, el primero funciona como una molécula de
almacenamiento de carbono y la segunda como parte estructural de la pared
celular. El elevado numero de combinaciones de oligosacaridos posibles hace
que esta clase de moléculas resulte enormemente diversa y aun mas cuando
se une a proteinas o lipidos (Berg, 2013). Finalmente, las plantas producen
azucares mediante su capacidad fotosintética, lo que aumenta la importancia

de éstas moléculas para las plantas.



Produccion de azlUcares en plantas.

La produccion de azucares a través de la fotosintesis es un proceso vital para
las plantas y para las cadenas alimenticias del planeta. La activa fijacion de
COg2, llevada a cabo por los tejidos fotosintéticos o tejidos fuente durante el dia,
provoca que se produzca una alta cantidad de triosas fosfato (triosas-P), las
cuales son utilizadas para la sintesis de azUcares mas complejos, por ejemplo,
el almidon. Este polisacarido se sintetiza en el cloroplasto y se almacena en
grandes cantidades (Rolland et al., 2006; Figura 1).

Por otro lado, en el citosol, las triosas-P son convertidas en Glu, Fru y Sac,
azucares que pueden ser metabolizados para obtener energia, aunque también
son necesarios para la biosintesis de aminoacidos, acidos grasos, pared celular
entre otros metabolitos (Figura 1). El exceso de Sac se almacena en la vacuola
y/o se exporta de las células fotosintéticas hacia los tejidos demandantes o
tejidos no fotosintéticos (Smeekens, 1998; Kunz et al., 2014).

Durante la noche, al cesar la fijacibn de carbono debido a la escasa
iluminacion, el almidén almacenado en las hojas se degrada a triosas-P, Glu y
maltosa (Figura 1), para nutrir a la célula fotosintética y proveer de
carbohidratos a los tejidos incapaces de hacer fotosintesis (Rolland et al.,

2006).

La demanda por azucares es un proceso complejo y depende del nimero de
tejidos que en un momento dado requieren de los azlUcares. Los meristemos,
las raices, los tejidos reproductivos, los frutos y también las hojas jovenes,
necesitan de azucares para cumplir sus funciones, entre las cuales muchas

veces estd incluso la de exportacion (Rolland et al., 2006).
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Figura 1. Esquema simplificado de los principales flujos de carbono en la célula
vegetal, en especificamente en un tejido fuente de nutrimento durante el dia y
la noche. Donde INV, invertasa; SUS, Sacarosa sintasa; SPP, Sac-fosfato
fosfatasa; SPS, Sacarosa-fosfato sintasa; UGPasa, UDP-Glu pirofosforilasa;

AGPasa, ADP-Glu pirofosforilasa. Modificado de Rolland et al., 2006.

Por ejemplo, las raices ademéas de cubrir su metabolismo primario, secretan
una variedad de compuestos, entre ellos azucares, cuya funcion es regular la
comunidad microbiana en el suelo, reclutar microorganismos que beneficien a
la planta, cambiar las propiedades quimicas y fisicas del suelo, asi como
proveer de azlcares a otras plantas (Koch, 1996; Sheen, 1999; Borisjuk et al.,

2003; Walker et al., 2003; Rolland et al., 2006; Martinez-Juarez, 2013).
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AzUcares sefal

Ademas de ser utilizados como sustratos metabdlicos, los azucares pueden
actuar como moléculas “sefal”’. La sefalizacidbn por azlcares puede ser
definida como la interaccion entre una molécula de azlcar y una proteina
sensora que genera una sefal posterior o segundo mensajero, induciendo las
cascadas de transduccién de sefiales para producir la o las respuestas
celulares, como pueden ser alterar la actividad enzimatica, la distribucion de los
azucares en tejidos y 6rganos y/o la expresion de genes (genes de respuesta a
azucares) ( Smeekens, 1998; Rolland et al., 2006; Smith & Stitt, 2007; Kunz et
al., 2014) .

Tan solo para el caso de la Glu, mediante estudios del transcriptoma de
Arabidopsis thaliana se encontr6 que existen aproximadamente 2000 genes
gue modulan su expresién de acuerdo a la presencia de éste carbohidrato,
entre ellos genes tan importantes como los que codifican para proteinas

esenciales en la fotosintesis (Jang & Sheen, 1994; Xiong et al., 2013).

En principio, cualquier azicar neutral o intermediario de la glicolisis puede
funcionar como una sefal, sin embargo, a la fecha se han reconocido como
azucares sefal a los siguientes: Glu, Sac, Fru, T6P y OGs (Smeekens &

Hellman, 2014) cuyas estructuras quimicas se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Estructura de los azlucares sefial. A. Glu, B. Fru, C.
Oligogalacturénidos (OGs), D. Sac, E. T6P. Donde los OGs son representados
como un homogalucturonano, que es un polimero lineal de a-(1,4)-D acido
galacturonico esterificado con metilos en la posicion 6-6 y acetilado en la

posicién O-2 y O-3.
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A. Sefalizacion por sacarosa

La Sac es el producto final primario de la fotosintesis, éste disacarido puede
ser metabolizado en los tejidos fuente o puede ser exportado a los tejidos
demandantes, en los cuales puede funcionar como el sustrato inicial de varias
vias metabolicas. Las células vegetales contienen al menos cuatro enzimas
que tienen la capacidad de hidrolizar Sac: en la pared celular y la vacuola las
invertasas acidas; y en el citoplasma la invertasa neutra y la Sac sintasa.

(Granot et al., 2013).

Esta accidon enzimatica representa un problema al momento de determinar el
mecanismo de sefalizacibn por Sac, pues al hidrolizarse en sus dos
mondmeros, se dificulta dilucidar cuél de los azucares actia como molécula

sefal (Tognetti et al., 2013).

Con la finalidad de evitar este problema se han realizado experimentos con
analogos de la Sac, como la palatinosa y la turanosa, isbmeros de Sac, sin
embargo, los resultados de estas investigaciones no son concluyentes debido a

gue en realidad no se esta analizando a la molécula de Sac (Smeekens, 2000).

A la Sac se le ha atribuido una funcion regulatoria sobre la expresion de
diversos genes relacionados con la biosintesis del almidon, como los que
codifican para las subunidades especificas de la ADP-Glu pirofosforilasa en
diferentes especies, sugerente de que la regulacion por Sac estad conservada
evolutivamente por su funcion esencial para la célula (Harn et al., 2000; Wang
et al., 2001; Nagata et al., 2012). Sin embargo, es dificil asegurar el efecto
seflal de la Sac, ya que no solo actia como tal sino que también es

14



componente de azucares estructurales y de reserva. Asi la alteracion de la
expresion de genes como el de la ADP-Glu pirofosforilasa pueden ser debidos

al metabolismo (Horacio & Martinez-Noel, 2013).

La evidencia de la funcion sefial de la Sac, ha sido consecuencia de la adicion
directa del azlcar a las plantas, observandose que los efectos generados por la
Sac no pueden ser reproducidos con la adicion equimolar de hexosas (Wang et
al., 2001; MacGregor et al., 2008; Van den Ende & El-Esawe, 2014). Uno de
estos casos es el gen ATB2 (“bZIP transcription factor gene”) de A. thaliana,
cuya expresion esta asociada a tejidos jovenes con alto consumo de energia y
al tejido vascular, por lo que se sugiere que el papel de ATB2 es la regulacion
de genes asociados con la translocacion o utilizacion de metabolitos.
Adicionalmente, la luz afecté negativamente la expresion de ATB2 (Rook et al.,
1998). Considerando que la produccion de Sac depende de la intensidad
luminosa, no es sorpresivo encontrar genes que responden de manera similar a

la Sacy la luz.

La funcion sefalizadora de la Sac se ha relacionado con la asimilacion y
transporte de carbono y nitrégeno. En un estudio realizado en células de hojas
de Beta vulgaris, se demostré que la administracion exdégena de Sac disminuye
tanto la expresion como la actividad del simportador de Sac/H*. En tanto que al
administrarse una concentracion equimolar de hexosas, la expresion y la
actividad de éste transportador no mostré cambios. Ademas, con el objetivo de
descartar que ésta sefalizacion estuviese mediada por la HXK y que fuera
evocada por los productos de la hidrdlisis de la Sac (Glu y Fru), se afadio

manoheptulosa, una heptosa que tiene una funcién inhibitoria sobre la HXK. El
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resultado fue el mismo: disminucion en la expresion del trasportador, sugiriendo

gue la Sac esta funcionando como sefial (Chiou & Bush, 1998).

También se ha encontrado que la Sac interviene en el control de la sintesis de
antocianinas (Van den Ende & El-Esawe, 2014), reprime la expresion de genes
fotosintéticos, induce la expresion de los genes codificantes para la NITRATO
REDUCTASA, ASPARAGINA SINTETASA1, PROLINA DEHIDROGENASAL y
el transportador de amonio CitAMT1, ademas de afectar también a la sintesis

de fructanos, que son polimeros de Fru (Tognetti et al., 2013).

En el caso de la sintesis de fructanos, la Sac no solo funciona como sustrato,
sino también como regulador y a pesar de que se ha demostrado que otros
azucares, entre ellos la Glu, también poseen un efecto inductor en la sintesis
de fructanos, el estimulo observado es mucho menor al provocado por la Sac
(Muller et al., 2000). En hojas de trigo, mediante el uso de inhibidores se ha
encontrado que para este proceso metabdlico particular son requeridas la
participacion del Ca?* y la posterior induccion de la actividad de las proteinas
CDPKs (‘calcium-dependent protein kinase’) y de la proteina fosfatasa 2A

(PP2A) (Tognetti et al., 2013).

Ademas, varios aspectos del desarrollo de la semilla son controlados por Sac.
En semillas en desarrollo de Vicia faba se ha encontrado que una alta
concentracion de Sac induce la diferenciacion celular y la acumulacion de
reservas, de manera opuesta a la Glu que promueve la division celular (Weber
et al., 1996). En zanahoria, el crecimiento radicular y la dormancia son

inhibidos por la Sac (Yang et al., 2004) y estos efectos no pueden ser
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reproducidos cuando el tratamiento con Sac es sustituido por un tratamiento

con hexosas (Tognetti et al., 2013).

B. Sefalizacidon por hexosas

Las hexosas libres provienen mayormente de la hidrdlisis del almidén o la Sac
(Figura 1; Granot et al.,, 2013). Las hexosas son los azlcares cuya funcion
sefalizadora se ha estudiado con mas profundidad (Smeekens, 2000; Ramon
et al.,, 2008). Se ha encontrado que estas moléculas controlan genes
involucrados en varios procesos fisioldgicos, como la germinacion, floracién,
senescencia, fotosintesis y respuestas de defensa frente a estrés de tipo tanto
biético como abiético (Koch, 1996; Gibson, 2005; Rolland et al., 2006; Kunz et

al., 2014).

Sefalizacion por glucosa

La Glu es un nutriente universal debido a que posee un papel fundamental en
la obtencion de energia, el almacenamiento de carbono y la biosintesis de
diversas moléculas estructurales como los componentes de las paredes

celulares o polisacéaridos que pueden funcionar como reservas de energia.

Ademas, la Glu controla diversos eventos fisiologicos tales como la respiracion,
la progresion del ciclo celular, el metabolismo central y secundario, asi como
los procesos de crecimiento y desarrollo (Koch, 1996; Kim et al., 2004). De
estos procesos se destaca el efecto represor que esta hexosa ejerce sobre los
genes relacionados con la fotosintesis como CAB (Proteina de union a clorofila
A/B), CAA (Anhidrasa carbodnica), SBPase (sedoheptulosa bifosfatasa), y

RAmy3D (a-amilasa 3D) (Sheen, 2014; Smeekens & Hellman, 2014).
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El papel sefal de la Glu, asi como los complejos proteicos que requiere para
funcionar como tal se han conservado en diferentes organismos como
protozoarios, levaduras, vertebrados y plantas, por ello se le considera la

molécula sefalizadora mas antigua (Ramon et al., 2008).

Para dilucidar las vias de sefalizacion por esta hexosa se han empleado
moléculas analogas a la Glu como manosa (Man), 3-O-metilglucosa (30MG),
6-deoxiglucosa (6DOG) y 2-deoxiglucosa (2DOG). De los anteriores, el de
mayor uso es la 2DOG debido a que puede ser fosforilado por la HXK pero no
utilizada posteriormente en las vias metabdlicas, lo que permite distinguir si los
cambios en la planta se deben a la sefial 0 a un efecto metabdlico (Jang et al.

1997; Gibson et al., 2000; Aguilera-Alvarado & Sanchez-Nieto 2017).

La sefial de Glu es percibida y transducida mediante dos mecanismos:
percepcion directa mediante sensores de Glu o indirectamente a través de una
variedad de sensores que lo que perciben es el nivel energético y nutricional de

la célula (Moore, 2013; Sheen, 2014).

Recientemente se han integrado estudios farmacolégicos, proteémicos,
gendmicos, celulares y genéticos en A. thaliana, lo que ha permitido el
descubrimiento del amplio espectro de funciones que presentan los tres
principales reguladores de genes a nivel transcripcional en plantas: HXK,
SnRK1 y TOR que mas adelante se describiran (Moore, 2003; Polge &
Thomas, 2007; Xiong & Sheen, 2015). Estos reguladores controlan la expresion
de miles de genes en las plantas, los cuales a su vez estan involucrados en

una gran diversidad de procesos celulares que van desde inducir el crecimiento
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celular, la senescencia, la adaptacion al estrés y la sefializaciéon por hormonas

(Sheen, 2014; Aguilera-Alvarado & Sanchez-Nieto, 2017).

Sefalizacion por fructosa

Tanto en plantas como en animales, la funcion sefalizadora de hexosas
diferentes a la Glc no ha sido investigada a fondo. Sin embargo, en los ultimos
afos la Fru ha cobrado importancia, debido a que se ha encontrado que para el
caso de los animales, la Fru proveniente de la dieta esti relaciona con la
perturbacion de la sefalizacion celular y los sindromes metabdlicos como la
resistencia a insulina, la obesidad, la diabetes tipo 2 y el aumento en la presion

arterial (Rutledge, 2007; Wei et al., 2007).

En el caso de las plantas, mediante el uso del anadlogo no metabolizable de
Fru, la psicosa, se observé un efecto de inhibicion del crecimiento de las raices
de la lechuga (Kato-Noguchi, 2000). Este efecto se atribuyé inicialmente a la
fructocinasa (FRK), enzima muy afin por Fru e incapaz de utilizar a la Glu como
sustrato. Sin embargo, se demostré que aun cuando la FRK esta involucrada
en la regulacién del crecimiento de la planta, esta no posee una funcion

reguladora en la sefializaciéon de la Fru (Dai et al., 2002).

Por otro lado, mediante la combinacién de dos enfoques experimentales: el
analisis genético de mutantes de A. thaliana por pérdida de funcion y la
evaluacion de mutaciones por ganancia de funcién celular, se identific6 que la
via de sefalizacion por Fru interactla positivamente con la mediada por el
acido abscisico (ABA) y es antagonizada por la del etileno, esto a través de un
factor regulador denominado FRUCTOSE INSENSITIVEL (FINS1) (Cho & Yoo,

2011). FINS1 codifica para una Fru-1,6-P fosfatasa (FBP) putativa, una enzima
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con actividad cinasa para para formar Fru-6-P (F6P) a partir de Fru-1,6-BP y
también con capacidad para funcionar como cinasa que parece participar en la
sefializacion mediada por Fru. Las mutantes en Atcfbp-1/finsl presentaron
reduccion en la velocidad de fotosintesis y los niveles de Sac y un aumento en
los niveles de almidon (Lee et al., 2008). Ademas, el analisis por gPCR de la
expresion de genes relacionados con la fotosintesis sugiere que la sefalizacion
por Fru es mediada por un Unico sensor, desconocido aun, y que luego de ser
procesada la sefial, la via de sefalizacion por Glu es la que continta (Cho &
Yoo, 2011). Aun se requiere mayor investigacion para dilucidar como se

percibe la sefial de Fru a través de FINS1 y como se amplifica.
C. Sefializacién por trehalosa-6P (T6P)

La T6P es un disacarido no reductor que se sintetiza a partir de UDP-Glu y Glu-
6-P (G6P) mediante la actividad de la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS). La T6P
es sustrato de la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) que hidroliza el grupo
fosfato para producir trehalosa (Tre). Tanto la T6P como la Tre se encuentran
en pequefas cantidades en las plantas, donde tienen la funcion de coordinar el
metabolismo con el crecimiento de la planta (Paul et al., 2008; Iturriaga et al.,

2009; Granot et al., 2013).

En el genoma de A. thaliana existen familias de genes relacionados con la TPP
y la TPS. Para el caso de la familia TPS, ésta se compone de 11 genes, los
cuales, con base en su similitud con las TPS de levadura, se subdividen en
Clase | (AtTPS1-4) y Clase Il (AtTPS5-11). Ambas clases estan representadas
en los genomas de las algas clorofitas y plantas sin flor, por éste motivo se cree

que los genes de plantas codificantes para TPS son muy antiguos,
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posiblemente datan de una fecha anterior a la divergencia de los linajes de
clorofitas y estreptofitas (Iturriaga et al., 2009). Cabe destacar que los genes de

la Clase | codifican para isoformas inusuales de TPS.

Se ha sugerido que las enzimas codificadas por los genes de la Clase Il de
TPS pueden monitorear los niveles de T6P, actuando como sensores de este
carbohidrato, percibiendo la disponibilidad del mismo y activando respuestas
tejido-especificas de acuerdo al nivel de T6P (lturriaga et al., 2009). Las
mutantes tpsl de A. thaliana expresan un fenotipo letal lo que sugiere que el
nivel de T6P tiene un papel clave en la activacion de la sefial de desarrollo.
Ademas, durante el desarrollo de las semillas de las mutantes tpsl se
acumulan permanentemente grandes cantidades de granulos de almidén en los
plastidios en comparacion con las plantas silvestres, en donde la acumulacion
es transitoria. Esto, sumado al endurecimiento de las paredes celulares de las
plantas mutantes sugiere que el gen codificante para la TPS (AtTPS1) puede
tener una funcién en la coordinacion del metabolismo celular con la biosintesis
de la pared celular y la divisiébn celular durante el desarrollo del embrién

(Goémez et al., 2006; Wahl et al., 2013).

Otra funcion esencial que se ha encontrado para este gen en A. thaliana es la
de promover la transicion de la fase vegetativa a la floral. En las plantas
mutantes tpsl se observé que el tratamiento con dexametasona -promotor de
floracion- permitio el desarrollo de las mutantes hasta la madurez de la misma
forma que las plantas silvestres y que la floracion en dichas mutantes dependia
de la presencia de dexametasona (van Dijkenet al., 2004). Otra estrategia que

se utilizé para comprobar la funcion de la enzima TPS1 fue el silenciamiento de
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la expresion del gen tpsl utilizando un microRNA artificial, lo que llevo a una
reduccion entre el 25 y 30 % de los niveles de T6P, asi como un retraso en la
floracion de éstas plantas, confirmando la importancia de la proteina TPS1 y de

T6P para la transicion a la fase floral (Wahl et al., 2013).

En el caso de los genes codificantes para TPP, un analisis extenso de algunos
genes codificantes para TPP de A. thaliana, asi como de sus productos génicos
han demostrado que esta familia de genes proviene de una duplicacion
completa del genoma y mediante la produccion heterdloga de éstas proteinas
en S. cerevisiae se encontr6 que poseen aminoacidos conservados en su
dominio catalitico que se cree, pueden relacionarse con una funcion esencial

regulando los niveles de T6P en las plantas (Vandesteene et al., 2012).

Adicionalmente, los niveles de T6P se ven influidos por los niveles de Sac. Esto
se comprobd en un experimento donde se realizaron las mediciones, utilizando
un método analitico muy sensible (en el rango de femtomoles a picomoles), de
diferentes tejidos de A. thaliana cultivadas en medio con diferentes
concentraciones de Sac, donde ademéas se monitoreé la actividad de la
AGPasa tanto en plantas silvestres como en mutantes en la sintesis de almidén
(pgm). Los resultados mostraron que el contenido de T6P varia de acuerdo a la
presencia de Sac, siendo su relacion tal que al suministrar Sac a una planta
luego de un periodo de deficiencia de esta azucar, la concentracion de T6P
aumenta considerablemente. Ademas, las plantas fueron sometidas a diferente
periodos de oscuridad con la finalidad de que utilizaran el almidén para cumplir
sus funciones metabdlicas y de igual manera se monitoreo la cantidad de T6P,

encontrando que la re-iluminacién de las plantas después de un periodo de
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oscuridad llevé a un aumento en el contenido de T6P y que al prolongar mas el
periodo de oscuridad se produjo un aumento en T6P coincidente con la
activacion de la AGPasa y el incremento de la concentracion de almidén (Lunn

et al., 2006).

Otra evidencia de la relacion entre la T6P y la Sac, se encontré en embriones
germinados en condiciones de deficiencia de una fuente de carbono. En dichos
embriones se observd que la concentracion de T6P era pequefia pero al
suministrar Sac, la cantidad de T6P se elevdé de manera muy rapida. Esta
relacion ha sido analizada también en tejidos fuente de nutrimentos, donde se
encontré que la T6P es quién regula durante el dia el balance entre el consumo
y el almacenamiento de carbohidratos; en tanto que durante la etapa de
oscuridad regula la degradacién de almidon para que el tejido lleve a cabo sus
funciones bésicas (Figueroa & Lunn, 2016). Debido a lo anterior se ha
planteado que los niveles de T6P podrian usarse como indicador del nivel de

Sac en la célula (Lunn et al., 2006).

Por otra parte, también se ha observado que el incremento de T6P coincide
con el momento exacto del dia en el que las proteinas CO (“CONSTANS”),
reguladas por luz y por el ciclo circadiano, inducen la expresion de la proteina
FT (“FLOWERING LOCUS T”), la cual funciona como un promotor de la
transicion de la fase vegetativa a la floracion (Imaizumi et al., 2005; Suarez-
Lopez et al., 2001; Valverde, 2004). En contraste, se encontro que la induccion
de la expresién de la proteina FT en las plantas mutantes tpsl fue inhibida, lo

que apoya la idea de que la via de sefializacion de la T6P interviene con la via
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del fotoperiodo para asi, regular la induccién de la proteina FT que a su vez

lleva a la floracion (Wahl et al., 2013).

Para determinar si la via de sefializacion por T6P interactla con vias distintas a
la del fotoperiodo, se evalué la concentracion de éste disacarido en el
meristemo apical (SAM), ya que éste organo floral no tiene capacidad alguna
de percibir las variaciones del fotoperiodo, ademas de que en él ocurre la
interaccion de varias vias que controlan el tiempo de floraciéon para regular un
conjunto de genes, cuya expresion es esencial para la transicion a la fase
reproductiva de la planta (Srikanth & Schmid, 2011). En este 6rgano se detectd
el mismo patron de concentracion de T6P que se observé en las hojas, lo que
indica que TPS1 y T6P son reguladores importantes de la transicion a la fase
reproductiva. Al monitorear la expresion de genes involucrados en la expresion
de SPL (“SQUAMOSA promoter binding protein-like”) se encontré que la
sefalizacion por T6P controla la expresion de los genes SPL3, SPL4 y SPL5 en

el SAM por la via del mMiIRNA156 y en parte independientemente de ésta.

También se ha propuesto que la enzima AtTPS1 est4 involucrada en la via de
sefalizacion de Glu, debido a que plantulas transgénicas que sobreexpresan la
TPS1 de levadura muestran un fenotipo de insensibilidad a Glu y ABA, similar
al encontrado en las mutantes gin2-1 que carecen de HXK1 (Moore, 2003;

Rolland et al., 2006).

D. Seializacion por oligogalacturonidos (OGs)

La pared celular de las plantas tiene una funcion mecanica y protectora, asi
mismo, éste Grgano actlla como una matriz extracelular que interactia con las

proteinas de la superficie celular (Cosgrove, 1997), ademas de contener
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diversas enzimas y moléculas biolégicamente activas que poseen la capacidad
de modificar las propiedades fisicas de la pared celular en tiempos muy cortos
(Taiz y Zeiger, 1998). Unas de estas moléculas con actividad biolégica son las
oligosacarinas (Albersheim et al., 1992), oligosacaridos generados por la
degradacion de los polisacaridos que componen la pared celular, y que estan
asociados al desarrollo natural y de defensa de las plantas (Creelman & Mullet,

1997).

Una de las oligosacarinas mas estudiadas son los oligogalacturénidos (OGs),
formados por residuos galacturénidos unidos por enlaces a-1,4 y generados a
partir de la degradacién parcial de los polisacaridos pécticos, mayormente del
homogalacturonano (HG) sin metilaciones, que es el principal componente de
la pectina que conforma la pared celular vegetal (Gramegna et al., 2016). Esta
degradacion puede ser consecuencia de accibn de enzimas pécticas
provenientes de la propia planta, de microorganismos u otros organismos como
los insectos (Albersheim et al., 1992; Ferrari et al., 2013). Es por ello que los
OGs son considerados como la sefial que desencadena la respuesta de
defensa de las plantas (G De Lorenzo et al., 1994; Ferrari et al., 2013), tales
como la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), la activacion de
MAPKSs, la induccion de glucanasas y quitinasas, asi como la reprogramacion
de la expresion de genes involucrados en la inhibicion de las respuestas
reguladas por auxinas (Denoux et al., 2008; Galletti et al., 2011; Savatin et al.,

2011; Savatin et al., 2014).

Por lo anterior, a los OGs también se les reconoce como patrones moleculares

asociados a dano (“DAMPs”). De hecho, tratamientos con OGs disparan una
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respuesta similar a las obtenidas por PAMPs (Patrones Moleculares Asociados
a Patogenos) (De Lorenzo et al., 2011; Savatin et al., 2011). Adicionalmente,
los OGs poseen una naturaleza anionica, lo que limita en gran medida su
movilidad por el apoplasto de la planta y les otorga la propiedad de que su
actividad como sefial de dafio se limite a un area cercana a la herida (Baydoun

& Fry, 1985).

¢Y cOmo se reconocen estos compuestos? ElI mecanismo de percepcion de
OGs no se conoce completamente, sin embargo, la cinasa asociada a pared
celular de A. thaliana (AtWAK1) ha sido identificada como un receptor de OGs
(Brutus et al., 2010). Esta enzima es una cinasa perteneciente a una familia de
5 miembros (WAK 1-5) y se ha encontrado que la pérdida de funcion en los
genes wak es letal para las plantas (Kohorn & Kohorn, 2012). De todas las
proteinas de la familia, s6lo WAK1 es regulada en respuesta a OGs, ademas
de ser inducida por dafio celular (Denoux et al., 2008; Wagner & Kohorn, 2001).
Incluso se ha observado que plantas sobreexpresoras de WAKL presentan
mayor resistencia a microorganismos fitopatdgenos, como Botrytis cinerea
(Brutus et al., 2010), demostrando que ésta enzima tiene un papel esencial en

la sefalizacion por OGs.

26



Il. Percepcion de la sefial por azlicares através de las enzimas SnRK1,

TOR y HXK

Una vez que se da la sefial por azlUcares hay al menos tres enzimas que
participan en la percepcion, procesamiento y/o amplificacion de esta sefal en el
citoplasma: La cinasa de proteinas SnF1/AMPK o SnRK1, que percibe la
escasez de azucares; la proteina inhibida por rapamicina o TOR y la HXK,
éstas Ultimas perciben la abundancia de nutrientes o0 azucares,

respectivamente. A continuacion se describe cada una de ellas.

A. SnRK1

SnRK1 se refiere al conjunto de cinasas pertenecientes a la superfamilia de
proteinas-cinasas (PK) que también incluye a las cinasas dependientes de
calmodulina (CaMKs) de los animales y las cinasas dependientes de calcio
(CDPKs) de las plantas (Hardie, 1999). SnRK1 es el homélogo en plantas de la
cinasa no fermentadora de Sac 1 (SNF1) presente en las levaduras y de la
proteina cinasa activada por AMP (AMPK) que poseen los animales (Halford et
al., 2003), con cerca del 50 % de similitud en su secuencia de aminoacidos y
hasta 65 % de similitud en su dominio cinasa (Polge & Thomas, 2007), por lo
gue se cree que puede llevar a cabo una funcion similar a la que realiza en

estos organismos.

La cinasa SnRK1 tipicamente funciona como un heterotrimero que requiere al
menos una subunidad a-catalitica, en el caso de A. thaliana KIN10 o KIN11 que
se encuentra altamente conservada entre Snf1 de levadura y AMPKa de
animales, y las subunidades regulatorias f y y. Estas ultimas se encuentran

altamente conservadas entre los complejos SnRK1/SNF1/AMPK debido a que
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intervienen en los procesos de reconocimiento de sustratos, localizacion
subcelular, asi como en la regulacion de la actividad del complejo (Ghillebert et
al., 2011). Por otro lado, se sabe que la actividad catalitica del complejo
depende de la fosforilacidon especifica de las subunidades a-cataliticas en las
treoninas Thr175 (a1) o Thr176 (az2), ubicadas en el asa T del complejo (Sugden
et al., 1999; Shen et al., 2009); y ademas de esta regulacion se ha demostrado
que la T6P inhibe alostéricamente a SnRK1 (Zhang et al., 2009; Martinez-

Barajas et al., 2011).

Las dos subunidades cataliticas de SnRK1 en A. thaliana: KIN10 y KIN11 son
proteinas cinasas que actian como reguladores centrales de la expresion de
genes en respuesta a condiciones de estrés o situaciones de privacion de Glu,
modificando la transcripcion de mas de 1000 genes con la finalidad de
restablecer la homeostasis en la planta, promoviendo el catabolismo y
reprimiendo procesos de consumo de energia (Lopez-Paz, 2007; Baena-
Gonzélez et al., 2007; Baena-Gonzélez & Sheen, 2008; Baena-Gonzalez, 2010;
Carvalho et al., 2016). De manera adicional, estudios recientes han sugerido
qgue la sefalizacion mediada por SnRK1 tiene una participacion crucial en las
interacciones de las plantas con patégenos virales, bacterianos, hongos, asi

como con herbivoros (Hulsmans et al., 2016).

Desde las primeras etapas del desarrollo de la planta, SnRK1 tiene gran
influencia. Mutaciones de pérdida de funcién en los genes que codifican para
las subunidades cataliticas del complejo SnRK1 conducen a la muerte de las
plantas desde la etapa embrionaria. En arroz, mediante la obtencion de

mutantes snrkla y snrklb se demostré que plantas que no expresan estos
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genes homodlogos a KIN10 presentan una germinacion retardada y un

crecimiento deficiente (Lu et al., 2007; Cho et al., 2012).

Debido a la dificultad que representa la obtencion de lineas mutantes con una
nula expresion de SnRK1, recientemente se ha recurrido al sistema de RNA
artificial interferente (amiRNA) inducible para lograr un silenciamiento completo
de los genes codificantes para SnRK1 (Nukarinen et al., 2016). Las plantas
silenciadas obtenidas se sometieron a condiciones de baja energia y se analizé
el fosfoproteoma, en el cual se encontraron cambios en el perfil de fosforilacién
de proteinas del cloroplasto involucradas en la regulacién de la fotosintesis,
indicativo de que SnRK1 regula los procesos de produccion de energia y
consumo de energia (Nukarinen et al., 2016). Adicionalmente a la regulacion de
estos procesos, mediante el estudio del fosfoproteoma de lineas de A. thaliana
gue poseen mutaciones en SnRK1 se demostré que este complejo también
regula la expresion de genes relacionados al estrés como es el caso de la

inundacién (Cho et al., 2016).

También se observé que la reduccion en los transcritos y la actividad cinasa de
SnRK1 afecté en mayor medida a la proteina ribosomal 6S (RPS6), misma que
es uno de los principales blancos de fosforilacion del complejo TOR, sugerente
de la existencia de antagonismo entre ambas vias de sefializacion (Nukarinen

et al., 2016; Baena-Gonzalez & Hanson, 2017)

Finalmente, se conoce que la via de sefalizacion por SnRK1 es bloqueada por
la presencia de azUcares, en especial por aquellos que han sido fosforilados,
como es el caso de la T6P. Sin embargo, aun se desconoce como los azucares

modifican a este complejo (Baena-Gonzalez & Hanson, 2017).
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B. TOR (“Target of Rapamycin”)

TOR es una cinasa atipica de Ser/Thr que pertenece a la familia de PIKK
(“phosphatidylinositol kinase-related kinases”). En las plantas, TOR se
encuentra en complejos que le permiten regular el crecimiento celular en
respuesta a cambios en las condiciones ambientales, como la cantidad y
calidad de los nutrientes (Glu, disponibilidad de Nitrogeno, energia), hormonas,
estrés, etcétera y cuando éstas condiciones son favorables, la via de
sefalizacion mediada por TOR promueve el crecimiento de la planta mientras
gue reprime procesos catabodlicos como la autofagia (John et al., 2011; Xiong &
Sheen, 2014).

TOR fue identificada por primera vez en la levadura S. cerevisiae mediante el
aislamiento de mutantes capaces de resistir a la presencia de rapamicina, una
lactona macrociclica de origen bacteriano que actia como un potente inhibidor
de la sefalizacién via TOR (Schmelzle & Hall, 2000; Schieke & Finkel, 2007),
misma que le otorgé el nombre al complejo en el cual la cinasa tienen un papel

crucial (John et al., 2011).

En A. thaliana existe solamente un gen llamado AtTOR, el cual es critico para
el desarrollo de la planta y posee una alta similitud con su homélogo en
humanos, especialmente en el dominio cinasa (75 % de similitud), lo que
sugiere que estas proteinas poseen propiedades y sustratos similares (Menand

et al., 2002; Xiong et al., 2013).

La proteina TOR de A. thaliana estd compuesta por 2,481 aminoacidos cuyo
extremo N-terminal posee una serie de repeticiones HEAT, que son motivos

proteicos en forma de hélice relacionadas con las interacciones proteina-
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proteina y que estan seguidas por un dominio de fosfoinositol-3 cinasa (“PI3K
like”) altamente conservado entre especies (Thomas et al., 2004; John et al.,

2011; Dobrenel et al., 2016).

En animales y levaduras se han identificado dos complejos con TOR, llamados
TORC1 y TORC2. Algunos componentes proteicos de dichos complejos son
compartidos mientras que otros varian, lo que les permite controlar diversos
procesos celulares como la autofagia, la traduccion de proteinas, la biogénesis
de los ribosomas y la dindmica de la actina mediante la fosforilacién de otras

proteinas (Wullschleger et al., 2006).

En el caso de las plantas, la composicién exacta del complejo TOR no se ha
elucidado por completo, sin embargo, mediante la comparacion de secuencias
de Clamydomonas reinhardtii con A. thaliana se han identificado efectores rio
abajo y componentes similares al complejo TOR de mamiferos o0 mTORC1,
entre los que destacan los sitios de unién a RAPTOR (RAPTOR1/RAPTOR?2),
la cinasa S6 ribosomal (S6K1/S6K2) y la proteina de union del factor de
traduccion 4E (4E-BP) y (LST8-1/LST8-2) (“Lethal with SEC13 protein 8”)
(Turck et al., 2004; Anderson, 2005; Deprost et al., 2005; Ma & Blenis, 2009;
Xiong & Sheen, 2012). Debido a la presencia de estos elementos y a
experimentos de sobreexpresion transitoria, se predice que el complejo TORC1
de A. thaliana podria estar compuesto por la cinasa TOR unida al menos por
las proteinas RAPTOR y LST8, en donde la primera se une a las repeticiones
HEAT y la segunda interacciona con el dominio de cinasa, lo que sugiere que

podria funcionar de manera similar al complejo TOR de levaduras y animales

31



(Xiong et al., 2013; Xiong & Sheen, 2015; Dobrenel et al., 2016; Roustan et al.,

2016).

Dominio
cinasa

Repeticiones

Figura 3. Esquema de la interaccion entre los dominios del complejo TOR en
plantas y las proteinas con las que se ha encontrado asociacién hasta ahora:
RAPTOR y LST8 a través de sus dominios cinasa y un dominio de repeticiones
HEAT.

Sin embargo, en el genoma de organismos fotosintéticos no se ha encontrado
evidencia de la existencia de un complejo TORC2 similar al de mamiferos y
levaduras, mas no se puede descartar la posibilidad de que las plantas posean
un equivalente funcional a TORC2 pero que sus componentes sean distintos de

los caracterizados hasta ahora (Xiong & Sheen, 2014).
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Los efectores rio abajo de la cinasa TOR han sido estudiados con la finalidad
de conocer los componentes asociados a la via de sefalizacion por TOR y la
funcibn que desempefian en ella. Una forma de investigar sobre estos
componentes es el estudiar el comportamiento de TOR en presencia de su
inhibidor, la rapamicina. Sin embargo, las plantas son menos sensibles a la
rapamicina respecto a los mamiferos y las levaduras, se necesitan 1-10 uM de
este inhibidor para afectar el crecimiento y el desarrollo de A. thaliana (Xiong &
Sheen, 2012), mientras que las levaduras requieren una concentraciéon de 220
nM (Alvers et al., 2009) y a pesar de que en los mamiferos esta sensibilidad
varia, se sabe que para el caso de una tipica célula blanco de la rapamicina
como son los linfocitos T-citotoxicos se requiere una concentracion de 10 nM o
menos para que se observe un efecto inhibitorio sobre TOR (Morice et al.,

1993).

Otra estrategia para estudiar la via de sefializacion por TOR ha sido la
produccion de lineas de plantas que poseen un sistema de RNAI inducible por
etanol o estradiol, de manera que se pueden observar las modificaciones
genotipicas y fenotipicas que generan la disminucién o eliminacién de la
expresion del gen AtTOR pero evitando la letalidad que provoca la falta de
expresion de este gen en la etapa embrionaria (Deprost et al., 2007; Caldana et

al., 2013; Xiong & Sheen, 2014).

De manera adicional, se ha observado que la eliminacion experimental de la
sefalizacion por TOR con sus componentes rio abajo como RAPTORL,

RAPTOR2, LST8-1 y RPS6A/B produce un retraso en el crecimiento vegetativo
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y un desarrollo anormal de las flores (Anderson, 2005; Deprost et al., 2005;

Moreau et al., 2012; Ren et al., 2012).

La sefializacion por TOR también controla de manera muy estrecha a los genes
involucrados en la modificacién de la pared celular, asi como la elongacion de
la misma. Se ha demostrado que la ruptura de la via de sefalizacion provoca
fuertes defectos en el desarrollo de los pelos radicales y las raices tanto

primaria como secundarias (Caldana et al., 2013).

Zhang y colaboradores (2016) encontraron una relacion entre la via de
sefializacion por TOR vy la via de sefializacion por los brasinoesteroides. Esta
relacion estd mediada por un factor transcripcional llamado BZR1, que induce
la elongacion del hipocétilo en las plantas y cuya estabilidad es dependiente de
la disponibilidad de Glu. Ellos identificaron a TOR como complejo encargado de
sefializar para llevar a cabo la degradacion de BZR1 en déficit de Glu,
posiblemente por un mecanismo de autofagia y de esta manera, controlar la

elongacion del hipocoatilo.

Por otro lado, la via de sefializacion por TOR no sélo afecta el crecimiento de
los tejidos de la planta, también se ha demostrado que juega un papel
importante en la regulacibn de la fotosintesis (disminuyéndola) y el
metabolismo de la clorofila (aumentando su degradacion). Estas condiciones
fisiolégicas van acompafnadas de una acumulacion de grandes cantidades de
almidon, azucares solubles y aminoacidos, lo que sugiere que TOR también
participa en el proceso de sintesis, almacenamiento y distribucion de nutrientes
en la planta. Ademas, es interesante el fenotipo de senescencia que presentan

las lineas de Arabidopsis thaliana sensibles a rapamicina (BP12), lo que
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demuestra que TOR retrasa la etapa de la senescencia en las plantas
alargando asi, su tiempo de vida (Deprost et al.,, 2007; Ren et al., 2012;
Caldana et al., 2013). Sin embargo, se desconoce cual es el mecanismo por el
que TOR estimula la fotosintesis y como se relaciona con la via SnRK1 que

percibe la privacion de nutrientes.
C. Hexocinasa

La HXK es una enzima conocida por su funcién esencial en el primer paso de
la glucdlisis, sin embargo, también es capaz de funcionar como sensor de Glu
dentro de la via de sefializacién por azucares en las plantas (Jang et al., 1997;
Moore, 2003; Yanagisawa, Yoo, & Sheen, 2003; Rolland et al., 2006; Cho et al.,
2006; Cho et al., 2009; Karve et al., 2010). A continuacién se describen ambas

funciones.

Funcién catalitica de las hexocinasas

Las HXKs (EC 2.7.1.1) son enzimas que catalizan la fosforilacion dependiente
de ATP del carbono 6 de hexosas como Glu, Fru y manosa (Man). En las
plantas no se han encontrado glucocinasas (GLK), por lo que la Glu es
unicamente fosforilada por las HXKs, indicativo de que éstas deben
encontrarse en la mayoria, si no es que en todas las células vegetales (Granot

et al., 2013; Van Schaftingen, 2013).

Los productos de la actividad de las HXKs son fundamentales en el
metabolismo, por ejemplo, la G6P participa en varias vias metabolicas como
son la glucaolisis, la biosintesis de Suc, almidén, azlcares glicosilados y Tre asi

como en la via oxidativa de las pentosas fosfato (OPP) (Granot, 2008). Ademas
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la G6P es una de las moléculas diana que esta en la confluencia de varias vias

metabdlicas a las que relaciona.

Glucosa

HXK)

7
HO™ L
Biosintesis de HO Ho
Sacalmidény |[¢—— HO S ———» OPP
Tre. H OH
Glucosa 6-fosfato
G6P
Glucolisis

Figura 4. Vias en las que participa la G6P. OPP, Via oxidativa de las pentosas

fosfato; Sac, Sacarosa; Tre, Trehalosa; HXK, hexocinasa.

Hexocinasas en plantas

Las HXKs de plantas se han estudiado desde principios de los afios 50 en una
gran variedad de especies, entre las que destacan el germen de trigo, papa,
hojas de espinaca, chicharos y en semillas de avena (Bonner & Millerd, 1951;
Saltman, 1953). Esos estudios incluian la determinacion de la actividad
enzimatica en diferentes compartimentos celulares y la obtencién de los

parametros cinéticos. Recientemente, se han caracterizado bioquimicamente
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las HXK recombinantes completas, mutantes puntuales o en versiones truncas,
que se han producido plantas mutantes por sobreexpresion o carentes de las
HXKs, para determinar los fenotipos que se producen, la localizacion subcelular
de la enzima, su funcion sensora o bien su estructura cristalografica (Karve et
al., 2010; Aguilera-Alvarado & Sanchez-Nieto, 2017). La mayor parte de estos
estudios se han realizado en A. thaliana, lo que ha producido una gran cantidad
de informacion acerca de las caracteristicas funcionales de la enzima y su
localizacion ( Moore, 2003; Cho et al., 2009). Aunque también hay estudios en
algunas especies vegetales de importancia econémica como el maiz, el arroz,
el jitomate y la planta de té (Jang et al., 1997; Cho et al., 2006; Gharbi et al.,

2007; Cho et al., 2009; Zhang et al., 2014; Li et al., 2017).

Clasificacion de las Hexocinasas de plantas

El andlisis filogenético de las secuencias de aminoacidos de las HXK de
plantas ha demostrado que son proteinas evolutivamente muy conservadas y
que pertenecen a familias multigénicas (Claeyssen & Rivoal, 2007; R. Karve et
al., 2010). Por ejemplo, A thaliana posee 6 HXKs, tres con actividad catalitica
AtHXK1, AtHXK2 y AtHXK3, de las cuales AtHXK1 y AtHXK3 tienen actividad
de sensores de Glu, ambas localizadas en mitocondria y cloroplasto,
respectivamente. Las otras tres proteinas a pesar de tener una secuencia de
aminoacidos similar a las HXKs carecen de actividad catalitica y por ello fueron
denominadas HKL (‘Hexokinase-like’) (Moore, 2003; Karve et al., 2008). Se
sabe muy poco acerca de la funcion de las HXL en plantas, aunque la mutante
nula de AtHXL1 sugiere que la proteina tiene la capacidad de asociarse a la

Glu y funciona como regulador negativo del crecimiento de la planta afectando
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la respuesta a Glu y auxinas de una forma independiente a la via de

sefalizacion de Glu que ocurre a través de AtHXK1 (Karve & Moore, 2009).

De nueva cuenta, al hacer uso del analisis de las secuencias de aminoacidos
de las HXKs de mamiferos, levaduras y plantas se evidencié que algunas
HXKs poseen en su regiéon N-terminal un péptido hidrofébico de anclaje a
membranas altamente conservado, lo que llevo a agruparlas en 4 tipos: A, B, C

y D (Olsson et al., 2003; Nilsson et al., 2011).

Las HXK tipo A, que poseen un péptido de transito al cloroplasto (Wiese et al.,
1999), las HXK tipo B, las cuales poseen un dominio hidrofébico de anclaje a la
mitocondria, aunque algunas de estas también tienen una secuencia sefal de
localizacion nuclear (Olsson et al., 2003; Cho et al., 2006; Kandel-Kfir et al.,
2006; Balasubramanian et al., 2007; Zhang et al., 2014). Las HXKs tipo C no
poseen ningun péptido que las dirija hacia algun compartimento celular en
especifico, son de localizacién citosélica (Cheng et al., 2011), aunque también
se ha sugerido que podrian encontrarse en el nucleo (Kim et al., 2016).
Finalmente, las tipo D que son HXKs que poseen un péptido de anclaje a la
mitocondria pero distinto al de las HXK tipo B y no poseen la capacidad de

translocarse al nucleo como es el caso de las HXK tipo B (Nilsson et al., 2011).

Por ultimo, aun cuando se ha generado una gran cantidad de informacion
acerca de la actividad catalitica y sensora las HXK en las plantas, se sabe muy
poco acerca de su estructura. A diferencia de otros organismos como levadura
y humano (Rosano et al., 1999; Kuser et al., 2000), la estructura cristalografica

de alguna HXK de plantas no habia sido resuelta. Fue hasta el afio 2015
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cuando se logré obtener el primer cristal de la HXK1 de A. thaliana (Feng et al.,

2015).

Se encontro que esa HXK esta compuesta por dos dominios: uno grande y uno
pequefio unidos por una serie de bisagras flexibles (Figura 5A) formando una
estructura “tipo pinza” con una conformacion abierta para favorecer la unién del
sustrato. Los sitios de unién a la Glu se encuentran en las bisagras que unen a
ambos dominios, en tanto que los sitios de unién de ATP se encuentran en
ambos dominios y cambian cuando la enzima se une a Glu (Figura 5B), lo que
sugiere que el cambio conformacional inducido por el sustrato es requerido
para que se favorezca la union del ATP (Feng et al., 2015). En mamiferos, la
HXK 1V también une primero a la Glu y posteriormente une al ATP para llevar a
cabo la catalisis (Van Schaftingen, 2013). ElI cambio conformacional que se

produce en el dominio pequefio de la HXK cuando se une Glu es de rotacion de

20° (Figura 5C) (Feng et al., 2015).

Figura 5. Estructura del cristal de AtHXK1 libre y unida a sustrato. (A) AtHXK1
libre, sin sustratos, representada en forma de listones. (B) Estructura de

AtHXK1 unida a Glu en una representacion de listones. (C) Comparacion de las
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versiones libre y unida a Glu de AtHXK1 con superposicion en su dominio
mayor. Modificado de Feng et al., 2015.

La importancia de la resolucion de la estructura del cristal de AtHXK1 recae en
que ayudo a dilucidar el mecanismo de union de la Glu a la proteina, esto
gracias a la comparacion de la estructura de AtHXK1 con y sin Glu. El andlisis
del cristal llevé a comprender la importancia de los residuos necesarios para la
catalisis (G104) y (S117), para la unién del ATP y la transferencia del grupo

fosfato, respectivamente (Feng et al., 2015).

Funcién sensora de las hexocinasas

La funcion sensora de las HXKs se ha encontrado en levaduras, plantas y
animales, diversidad que demuestra su importancia para la regulacién de
procesos celulares, asi como su conservacion evolutiva (Moore, 2003; Karve et

al., 2008).

S. cerevisiae posee tres enzimas capaces de fosforilar a la Glu: HXK1, HXK2 y
GLK1. De estas, solo la ScCHXK2 tiene una funcién sensora, ya que es capaz
de reprimir la expresiéon de los genes hxkl, hxk2, glkl y suc2 de acuerdo a la

concentracion de Glu del medio (Moreno & Herrero, 2002).

En abundancia de Glu, ScHXK2 forma un complejo ternario de represion de
genes junto a Migl y Med8. Migl es una proteina que posee un dominio dedo
de zinc que le permite interactuar directamente con el DNA. Esta proteina a su
vez interactla con otras dos proteinas, Ssn6 y Tupl, que funcionan como co-
represores al asociarse a Migl. En concentraciones elevadas de glucosa,

ScHXK2 también interactia con Med8, una proteina del complejo mediador e
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impide la transcripcién de genes; mientras que a bajas concentraciones de Glu,
Med8 se mantiene asociada al DNA pero no a SxHXK2, por lo que Med8 puede
interaccionar con otras proteinas del complejo mediador a las que esta
asociada la RNA Pol Il permitiendo la transcripcion de genes (Moreno &

Herrero, 2002; Gancedo, 2008).

Por otro lado, en animales, el aumento en G6P por la actividad de hHXKII, lleva
a la modificacion de la expresion de genes debido a la migracién de
MondoA:MIx, un factor de transcripcion que presenta afinidad a ciertos
elementos de los genes de respuesta a azlcares (Stoltzman et al., 2008). En
este caso, la HXK no esta funcionando como sensor, sin embargo, su actividad
es necesaria para inducir un cambio en la expresion de genes, via de
sefalizacion por azlcares que se denomina metabdlica o glicolitica (Jang et al.,

1997; Xiao et al., 2000).

En plantas, las HXKs tienen un papel importante en regular la expresion de
genes en respuesta a azlcares, participando directa o indirectamente en dos
vias: la via de sefalizacién por Glu, también conocida como via dependiente de
HXK, y en la via glicolitica de sefalizacion que es independiente de la
percepcion directa por la HXK (Xiao et al., 2000). Sin embargo, la via a la que
se le ha prestado mayor atencion es la dependiente de la HXK y esta es la que

se describe.

La dificultad del estudio de la funcién sensora de la HXK recae en la dualidad
de funcién de esta enzima, puesto que no se puede estudiar exclusivamente
una funcion sin que la HXK esté llevando a cabo la otra. Para discernir entre las

dos funciones de la HXK se han realizado estudios desde un enfoque
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farmacoldgico que involucran analogos no metabolizables, es decir, moléculas
gue pueden funcionar como sustrato de la HXK pero que no pueden seguir con
la via glicolitica, lo que indica que las sefiales que provoquen estos analogos
son estrictamente no relacionadas con el metabolismo de carbohidratos
(Aguilera-Alvarado & Sanchez-Nieto, 2017). Las moléculas que se han utilizado
comunmente son 2DOG (2-deoxiglucosa), Man (Manosa), 30MG (3-O-
Metilglucosa) y 6DOG (Pego et al.,, 1999; Maurel et al., 2004; Alvers et al.,
2009), encontrando que pueden funcionar como sustrato de la HXK, a
excepcion de la 6DOG, gue realiza la fosforilacion formando respectivamente:
2DOG6P, Man6P y 3OMG6P, aunque de éste ultimo la fosforilaciéon es minima,
por lo que se considera como una molécula que no funciona como sustrato de
la HXK, moléculas que provocan cambios en la expresidn de genes
relacionados a carbohidratos que no son producidos por la via glicolitica

(Aguilera-Alvarado & Sanchez-Nieto, 2017).

Mediante un enfoque de Biologia Molecular se ha demostrado la independencia
de la funcién catalitica de la HXK con su papel como sensor de Glu se
demostré mediante experimentos de complementacién teniendo como fondo
genético a la planta A. thaliana gin2-1 (insensible a glucosa), la cual carece de
la proteina AtHXK1, con HXK que poseen mutaciones en residuos esenciales
para la catalisis de la enzima: S117A, residuo esencial en la union del ATP y
G104D, que evita la transferencia del fosfato (Moore, 2003; Granot, 2008b).
Las plantas silvestres de Arabidopsis normalmente se desarrollan poco en
medios suplementados con Glu, aumentan su contenido de antocianinas,
presentan una reducida cantidad de clorofilas y pobre o nula expresion de

varios genes fotosintéticos, mientras que las plantas gin 2-1 son insensibles a
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la Glu, continlan su desarrollo y producen hojas verdes. Al transformar a las
plantas gin 2-1 con las AtHXK1 no cataliticas se recupero el fenotipo de
sensibilidad a Glu (Moore, 2003; Feng et al., 2015b), lo que demuestra que la
funcion de las hexocinasas en la via de sefalizacion no esta relacionada con

su actividad catalitica.

Ademas de los anteriores experimentos, Moore (2003) también midi6 la
expresion de los genes fotosintéticos CAA (anhidrasa carbdnica), CAB
(proteina de unién a Clorofila a/b) y SBP (sedoheptulosa bifosfatasa) con la
finalidad de saber si la represion de éstos genes se llevaba a cabo por un

mecanismo dependiente de la HXK1.

Al realizar ensayos de arresto por glucosa (2 %), se encontré que plantas de A.
thaliana gin 2-1 expresando las dos versiones no cataliticas (G104D y S117A),
se daba una represion de los anteriores genes fotosintéticos, semejando el
perfil de represion de las plantas wt y demostrando que la represién de genes
fotosintéticos por la HXK no es dependiente de su actividad catalitica, sin
embargo, no se pudo esclarecer cual es el mecanismo por el que actia para

llevar a cabo esta represiéon (Moore et al., 2003).
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Figura 6. Modelo del complejo represor que forma AtHXK1 para modular la
expresion de genes fotosintéticos. Tomado y modificado de Cho et al., 2006.
AtHXK1 es la HXK 1 de A. thaliana; VHA-B1 la subunidad B1 de la ATPasa
proténica vacuolar; RPT5B es la particula regulatoria 5B de la subunidad del
proteosoma; TF son factores transcripcionales y la linea azul corresponde al

DNA.

La reduccion en la expresién de CABL1 en plantas se encontr6é que se debe a la
formacién de un complejo entre AtHXK1, RPT5B (particula regulatoria del
proteosoma) y VHA-B1 (subunidad B de la ATPasa de protones vacuolar). Sin
embargo, las proteinas que acompafian a la AtHXK1, en contraste con las del
complejo represor presente en levadura, carecen de un dominio que les
permita interactuar directamente con el DNA, es por ello que una vez formado

el complejo ternario RPT5B-AtHXK1-VHA-B1, se asocian a factores
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transcripcionales (TFs) que son los encargados de interactuar directamente con
el DNA, especificamente con los promotores de los genes a reprimir (Figura 6;

(Cho et al., 2006).

Si bien la mayoria de las HXKs sensoras son proteinas mitocondriales, también
se ha encontrado que OsHXK7, una HXK citosoélica de arroz, es capaz de
complementar el fenotipo mutante de gin 2-1, pero en este caso Si es necesario

la actividad catalitica de OsHXK7 (Kim et al., 2016).

A través de la funcion sensora de la HXK se regulan procesos celulares vitales
como la fotosintesis, la proliferacién celular, el crecimiento de raiz e
inflorescencia, la expansion de las hojas y su senescencia, asi como a la
transpiracion de las mismas controlando la apertura estomatal en diferentes
especies vegetales (Dai et al., 1999; Moore, 2003; Kelly et al., 2013; Aguilera-

Alvarado & Sanchez-Nieto, 2017).

La importancia de la funcion de la HXK como sensora en procesos
involucrados en el crecimiento de la planta tiene efecto sobre la produccién de
las mismas, por ejemplo la sobreexpresién de AtHXK1 en tomate ocasion6 un
fenotipo senescente y una deficiencia en la fotosintesis (Dai et al., 1999). La
regulacion que ejerce la HXK sobre la fotosintesis mediante un mecanismo de
represion transcripcional sobre los genes codificantes de proteinas esenciales
para éste proceso (Cho et al., 2006) tiene otros efectos como un crecimiento

retardado y deficiente.

En el caso de la regulacion de la apertura estomatal, se ha relacionado a la
HXK con el cierre de estos conductos que regulan la demanda de CO: para el

proceso de fotosintesis y la pérdida de agua mediante transpiracion (Kelly et

45



al., 2013). Se encontr6 que las plantas con una actividad aumentada de
actividad HXK poseen un mayor cierre de los estomas, lo que le confiere a la
planta la capacidad de minimizar la pérdida de agua mediante la transpiracion,
sin embargo, también evita que éstos conductos tomen el CO2 necesario para
llevar a cabo de manera adecuada la fotosintesis. Cabe mencionar que éste
proceso también se ha relacionado con la presencia de ABA, por lo que se cree
gue es evocado por la HXK, pero se lleva cabo mediante la via de sefializacion

por ABA (Kelly et al., 2013).

En el caso de las raices, que son tejidos fuente con una muy baja tasa
fotosintética en comparacion a las hojas y los tallos, se encontré que la HXK
juega un papel importante provocando la expansion de éstas bajo condiciones
de alta cantidad de luz. Esto fue comprobado por Moore et al. (2003), quien
comparo los fenotipos de A. thaliana wt y gin 2-1 en condiciones de alta
intensidad luminosa (200-300 UE), observando que mientras que las plantas wt
presentaban una expansion acelerada de las raices, sus hojas aceleraban su
senescencia, las plantas gin 2-1, carentes de AtHXK1 no presentaron ningun
cambio en su fenotipo en comparacion con las que no se sometieron a una alta
cantidad de luz, lo que demuestra que la HXK tiene un papel importante en el
crecimiento de las plantas de acuerdo a la luminosidad a la que estan

sometidas (Ramon et al., 2008).
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Discusion

Los carbohidratos, ademas de presentar su ya muy conocida funcion
metabdlica pueden funcionar como moléculas sefal, estas moléculas pueden
ser diversas, asi como el espectro de sefiales que pueden evocar en la planta.
Algunos carbohidratos se encuentran en cantidades considerables en la célula
como son la Glu, Fru y Sac, en tanto que otros, como la T6P y los OGs se
encuentran en concentraciones minimas. Esto es debido a que los primeros
son carbohidratos que funcionan como nutrientes para la planta, en tanto que

los segundos tienen una funcion casi exclusiva como moléculas senial.

Como ya se ha mencionado anteriormente, cada uno de éstos azucares sefial
evoca diferentes respuestas en la planta, asi mismo, la diferencia en su
estructura quimica da razén a la existencia de proteinas que puedan percibir
exclusivamente a cada una de estas sefiales bajo condiciones dadas. Siendo la
Glu el nutriente mas universal en todos los reinos, su funcibn como azucar
sefial también es una de las mas estudiadas, de ahi que se ha encontrado que
TOR, SnRK1 y la HXK son proteinas que juegan un papel esencial en la
percepcion de la sefal de Glu. Ademas, aunque no fue abordado en este
escrito, las vias de sefalizacion que involucran a cada una de éstas proteinas
también se entrecruzan entre ellas mismas y con otras vias, como las de
sefalizacion por hormonas (Zhang et al., 2016), lo que dificulta el estudio de

cada una de éstas vias por separado.

Muchos aspectos de estas enzimas no se han investigado de manera
extensiva, desde el mecanismo de sensibilidad de TOR, SnRK1 y HXK a los

carbohidratos hasta las proteinas que interactian con ellos para amplificar la
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sefal y que se lleve a cabo la respuesta deseable para el organismo. Ademas,

dse desconoce los puntos de contacto o antagonismo entre las tres vias.

Las técnicas de Biologia Molecular han asistido enormemente a la
investigacion en estos rubros, sin embargo, aun queda mucho por describir
dado que las plantas se destacan por tener caracteristicas proteicas o de
expresion distintas a las bacterias, levaduras y mamiferos, en donde las vias
de sefializacibn por azlUcares o0 nutrientes han sido mas estudiadas,
probablemente debido a su incapacidad de movimiento que las hace
susceptibles a los cambios ambientales que pueden bruscamente cambiar

tanto a lo largo del dia, como en estaciones.

Por otro lado, también es necesario mencionar que entre diferentes especies
de plantas también se han encontrado diferencias esenciales en proteinas que
intervienen en la sefializacién por azucares, lo que aumenta el panorama de

investigacion en esta area.

La HXK es una de las proteinas mas estudiadas en la sefializacién por Glu
debido a que estd muy conservada entre diferentes reinos. La HXK es una
proteina ‘moonlight’ o de doble funcién, estas proteinas otorgan al organismo la
ventaja de que realizan dos funciones independientes evitando la inversion de
energia y moléculas en la traduccion de dos proteinas que lleven a cabo cada

una de las funciones requeridas (Moore, 2003; Wang et al., 2017).

La funcién dual de la HXK se caracterizd hace afios, cuando la produccion de
mutantes no cataliticas corroboré que la funcion catalitica y la de sensor de Glu
son independientes (Moore, 2003). Mutantes sobreexpresoras o de expresion

transitoria han ayudado a establecer como la HXK interactla con otras
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proteinas (Cho et al., 2006), o cual es su localizacion subcelular (Cho et al.,
2009; Cheng et al., 2011). Ademas, la resolucion de la estructura cristalografica
de AtHXK1 (Feng et al.,, 2015b) ayudo6 a dilucidar algunas de las cuestiones
sobre la funcion sensora de la HXK. Sin embargo, el mecanismo exacto de la
transduccion de sefial de Glc por la HXK y que lleva a la represion de varios de
los genes fotosintéticos sigue sin ser descrito, aunque se ha planteado que
forma un complejo heterotrimérico que se encarga de reprimir al gen CAB1, el
mecanismo de asociacion y translocacion al nucleo se desconoce, asi como si
otros genes son regulados de esta misma manera, o0 bien si hay otros posibles
mecanismos que lleven la informacion de abundancia de azucares al ndcleo y
gue tengan como primer contacto a la HXK, con el fin dltimo de modificar la

fisiologia de la planta (Moore et al., 2003; Feng et al., 2015).

Adicionalmente, no todas las HXK de distintas especies de plantas se
comportan igual a las descritas en Arabidopsis, como es el caso del arroz
(Oryza sativa), donde una de sus isoformas no obedece a las caracteristicas de
las HXK ya descritas, siendo una proteina con una doble localizacion
subcelular (citosdlica y nuclear) y teniendo una funcion sensora ligada a su

funcién catalitica (Cheng et al., 2011; Wang et al., 2017).

Por lo anterior se hacen necesarios mas estudios que clarifiquen el mecanismo
de transduccion de sefales posterior a la percepcion de la Glu por la HXK,
porque las HXK que tienen funcion sensora la mayoria también son cataliticas
y cual es el papel funcional de las HXK de plantas de interés agrondémico y de

las cuales hay pocos estudios (Zhang et al., 2014).
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Conclusiones

Esta revision bibliografica demuestra la importancia de los carbohidratos para
las plantas independiente de su funcién nutrimental. Siendo necesarios para
evocar las respuestas a cambios ambientales, energéticos o causados por

estrés.

Las principales proteinas encargadas de percibir a los azucares sefal son
SnRK1, TOR y HXK, que a pesar de ser conservadas en todos los dominios
presentan propiedades particulares que requieren estudios de mayor

profundidad.

La HXK es una proteina de doble funcién y cuya funciébn sensora esta
relacionada con la regulaciéon de una gran variedad de procesos celulares en la

planta que pueden provocar cambios fenotipicos en las mismas.

El estudio minucioso de la capacidad sensora de la proteina puede no solo
llevar a entender su compleja regulacién y participacion en la transduccion de
seflales por azucares, sino también para aprovechar esta informacion para

modificar el comportamiento fisiolégico de las plantas.
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