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ABREVIATURAS

ABA: acido abscisico

AIB/JAM1: “ABA-INDUCIBLE bHLH-TYPE/JASMONATE-ASSOCIATED MYC2-
LIKE1”

bHLH: “basic helix-loop-helix”

CAT: cloranfenicol acetiltransferasa

EMSA: “Elecrophoretic Mobility Shift Assay”

FT(s): factor(es) de transcripcion

Glc: glucosa

GPCR: “G Protein Coupled Receptor”

GUS: B-glucuronidasa

HXK1: hexocinasa 1

kDa: kilo daltones

LC-MS/MS: "Liquid chromatography tandem-mass spectrometry"
LUC: luciferasa

MBS: “MYC2 binding sequence”

MPM: marcador de peso molecular

MS: Murashige y Skoog

Mtl: manitol

pb: pares de bases

PCR: “Polymerase Chain Reaction”

rpm: revoluciones por minuto

Snf1: “Sucrose non-fermenting 1”

SnRK1: “SNF1 related protein kinase 1”

SRS: “Sugar Response Sequence”

STP1: SUGAR TRANSPORTER PROTEIN 1

TOR: “Target of rapamycin”, complejo multiproteinico



RESUMEN

Los azucares no solo son una fuente de energia y componentes
estructurales; también actuan como moléculas de sefalizacidn que modulan
muchos procesos durante el ciclo de vida de los organismos. En las plantas, los
niveles de azucar regulan diferentes procesos durante su crecimiento y desarrollo,
a nivel genético y por medio de vias de sefalizacion especificas. A pesar de la
importancia de los azucares como moléculas sefalizadoras en la regulacién de la
transcripcion génica, el conocimiento actual de los componentes y los mecanismos
moleculares de las vias de sefalizacion es muy limitado, tal es el caso de los
efectores finales de las vias, los factores de transcripcion. Con el propdsito de
establecer nuevos componentes en las vias de sefalizacién por azucares, se ha
abordado el estudio de la regulacion del gen STP1, que codifica para un
transportador de hexosa de alta afinidad, su expresion se reprime en presencia de
glucosa y de manera especifica por una via independiente de Hexocinasa 1
(HXK1), que actua como sensor en una de las tres vias principales conocidas para
la sefalizacion del azucar en Arabidopsis thaliana. Por medio de un ensayo de
‘DNA Pull-down” se identificaron los factores de transcripcion AIB/JAM1 y
MYB122, a través de su union a algun elemento(s) contenido en la region
delimitada de 310 pb, del promotor de STP71 en respuesta a glucosa. En este
estudio, a través del analisis de lineas mutantes y sobreexpresoras se establecio
la participacion de AIB/JAM1 y MYB122 como componentes novedosos en una via
de sefalizacion independiente de HXK1. Por otra parte, el que dos factores de
transcripcion regulen una misma respuesta, en este caso particular la represion
del gen STP1 por azucares, sugiere que esta respuesta podria estar mediada por
una interaccion de ambos factores de transcripcion. Experimentos futuros deberan
permitir dilucidar el mecanismo a través del cual estos factores de transcripcion

reprimen a STP1 en respuesta a azucares.
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SUMMARY

Sugars are not only a source of energy and structural components; they also
act as signaling molecules that modulate many processes during the life cycle of
organisms. In plants, sugar levels regulate different processes during their growth
and development at the genetic level by means of signaling pathways. Despite the
importance of sugars as signaling molecules in the regulation of gene transcription,
the current knowledge of the components and the molecular mechanisms of
signaling pathways is very limited, such as the case of the last effectors of the
pathways, the transcription factors. In order to establish new components in sugar
signaling pathways, the study of the regulation of the STP7 gene which codes for a
high affinity hexose transporter, its expression is repressed in the presence of
glucose by an HXK1-independent pathway (Hexokinase 1), which acts as a sensor
in one of the three main known pathways for sugar signaling in Arabidopsis
thaliana. By a "DNA Pull-down" assay, we identified the transcription factors
AIB/JAM1 and MYB122 as regulators of the STP1 promoter in response to Glc via
directly interacting within the 310 bp. Analysis of mutant and overexpressing lines,
we identified AIB/JJAM1 and MYB122 as novel components in a signaling pathway
independent of HXK1. The fact that two transcription factors regulate the same
response, in this particular case the repression of the STP1 gene by sugars,
suggests that could be mediated by an interaction of both transcription factors, that
it is an approach for a future, elucidate the molecular mechanism of these two
transcription factors in the regulation by sugars.
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I. INTRODUCCION

I.1. Funcién de los azucares

Los azucares son moléculas que desempefan diversas funciones vitales en
los organismos; su principal papel consiste en ser una fuente de energia, otra
funcién es el ser componentes estructurales de la pared celular de bacterias y
plantas. Asimismo, se reconoce su papel como moléculas sefalizadoras. Por
medio de esta ultima funcion es que los azucares generan un efecto sobre la
regulacion de un amplio grupo de genes que estan involucrados en procesos
fisiologicos y metabolicos, que controlan el crecimiento y el desarrollo de los
organismos, como en el caso de las plantas (Jang et al., 1997; Ledn y Sheen,
2003).

1.1.1 Los azucares como moléculas senalizadoras en plantas

Las plantas son organismos autotrofos que obtienen azucares a partir del
proceso de fotosintesis, el cual se lleva a cabo principalmente en las hojas.
Posteriormente, los azucares resultantes se distribuyen en forma de sacarosa a
los distintos organos y tejidos que conforman a la planta, a través de la red
vascular llamada floema. Esta distribucion depende de la demanda que presentan
los distintos tejidos para la realizacion de sus actividades. De acuerdo a estos
requerimientos, los tejidos se dividen en dos tipos: los fuente y los demandantes.
Los tejidos fuente son las hojas y tejidos fotosintéticos que se encargan de la
produccion de azucares, mientras que los tejidos demandantes son tejidos no
fotosintéticos que necesitan el aporte de azucares como lo son: la raiz, las flores,
los frutos, los cuales importan azucares para realizar sus diversas funciones
(Figura 1) (Lalonde et al., 1999; Rolland et al., 2002). Debido a que el metabolismo
de los azucares es un proceso dinamico a través del ciclo de vida de la planta, se
ha establecido que éstas han desarrollado la habilidad de monitorear y responder

a los distintos niveles y tipos de azucares para regular sus diversas funciones



como la floracion, la fotosintesis, la formacion de d&rganos de reserva, la
embriogénesis, la germinacion y el desarrollo, entre otros. Esta regulacion se da a
través de la sefalizacion de moléculas de azucares, que a su vez, regula la
expresion de genes que participan en todos los procesos ya mencionados, con el
fin de que entre los distintos tejidos que conforman al cuerpo vegetal se mantenga
una homeostasis (Sheen et al., 1999; Gibson, 2005; Rolland et al., 2006).

Actividades de tejidos
fuentes

¥ [B] Aziucares [A]

Fotosintesis
Movilizacion de
nutrientes
Exportacion
Germinacion

Figura 1. Efectos causados por los distintos niveles de azucares en los tejidos
fuente y los tejidos demandantes. Los bajos niveles de azucares [B] en los tejidos
demandantes, disminuyen las actividades de crecimiento, almacenamiento de nutrientes y
la respiracion en la planta, mientras que en los tejidos fuente, inducen un aumento en la
actividad fotosintética y en la exportacion de nutrientes. Por otra parte, el aumento de los
niveles de azucares [A] genera todo lo contrario a lo ya mencionado; en los tejidos
demandantes se induce el crecimiento y el almacenamiento de nutrientes, mientras que
en los tejidos fuente se disminuye la fotosintesis, y se induce la movilizacién y exporte de
nutrientes a los tejidos demandantes. Basado en Rolland et al., 2002.

Para la identificacion de aquellos genes que se regulan por azucares y el
tipo de azucar que los regula, se han realizado analisis de expresion global de
transcritos, estudios con mutantes de pérdida de funcion y mutantes con ganancia

de funcidén, con los que se ha logrado identificar que la expresion de determinados



genes se encuentra afectada por la presencia y/o ausencia de azucares.
Asimismo, la expresion de ciertos transcritos depende del tipo de azucar y su
concentracion en la planta (Smeekens, 1998; Price et al., 2004; Rolland et al.,
2006).

En las plantas se presenta una gran variedad de azucares, lo que ha
resultado en la realizacion de distintos estudios para determinar cual de ellos en
particular se encarga de regular la expresion de un gen o conjunto de genes en
especifico. Cabe mencionar que el primer estudio que atribuyé un papel de
moléculas sefalizadoras a los azucares fue realizado por Sheen en 1990. En este
estudio se analizé la actividad transcripcional de siete genes fotosintéticos, a
través de la generacion de construcciones que portaban el promotor de estos
genes fusionados a los genes reporteros de GUS (B-glucuronidasa) y de CAT
(cloranfenicol acetiltransferasa) en presencia de azucares. Dichas construcciones
se introdujeron a protoplastos por electroporacion, los cuales se sometieron a
tratamientos con distintos azucares (a una concentracion de 300 mM) como
sacarosa, glucosa, entre otros. Al medir la actividad de los genes reporteros se
concluyé que la glucosa (Glc) causo la represion de estos genes y no otro
compuesto generado de su metabolismo posterior (Sheen, 1990; Pego et al.,
2000). A partir de entonces se han realizado diversos estudios que aportan
evidencia de la funcidn sefalizadora de azucares como la sacarosa, la trehalosa,
la glucosa y la fructosa (Ohto et al., 1992; Ho et al., 2001; Price et al., 2004; Zhang
et al., 2009; Choy Yoo, 2011).

En la Tabla 1 se enlistan los azucares que han sido reconocidos como
moléculas sefalizadoras y su efecto en las plantas. En ciertos casos se ha logrado
determinar los genes que regulan, pero en otros sélo ha sido posible establecer

los procesos que regulan.



Tabla 1. Aziacares que participan como moléculas senalizadoras en plantas. Se han
identificado que azucares tienen funcidon de molécula senalizadora en determinadas
especies de plantas y los procesos que regulan.

Azucar Especie Descripcion Referencia

La ausencia de sacarosa induce la transcripcion

Oryza sativa del gen a -Amy3, mientras que reprime la Ho et al.. 2001

(arroz) transcripcion de los genes ACT1, ADH2, G3PD, v
Sacarosa His, HSP86'y SSP2.

Ipomoea batatas La presencia de sacarosa (§OO mM) induce la Ohto et al., 1992

(camote) expresion del gen de la B-amilasa.

La T6P actua como sefial del estatus de
Trehalosa-6- Arabidopsis azucares en la planta, a concentraciones muy Zhang et al.,
fosfato (T6P) thaliana bajas que van de los 5 a 20 yM. Asimismo, 2009
induce la sintesis de almidoén.

La presencia de Glc (300 mM) induce 444 genes
y reprime 534, implicados en la regulacién de

Glucosa Arabidopsis . Price et al., 2004
(Glc) thaliana una gran cantidad Qe procesos  como el
metabolismo de carbohidratos, del nitrégeno, de
lipidos, la sintesis de hormonas, entre otros.
Se ha identificado que FINS1 es un factor de
regulacion que participa en la via de
Arabidopsis sefializacién por fructosa (600 mM). FINST
Fructosa thaliana codifica para la enzima fructosa-1, 6-bifosfatasa, Choy Yoo, 2011

que participa en la biosintesis de la sacarosa. Se
ha reportado que interacciona con ABA durante
el desarrollo temprano de la plantula.

Debido a que la Glc es una molécula que regula un gran numero de genes,
(como se muestra en la Tabla 1), se ha concluido que es la molécula reguladora
mas distintiva dentro de los azucares. A raiz de esto, se han realizado una gran
variedad de estudios que han evidenciado la existencia de tres vias de
sefalizacion por Glc en plantas (Jang et al., 1997; Xiao et al., 2000).

.2 Las vias de senalizacion de azucares en plantas

En un estudio utilizando plantas transgénicas que sobre-expresan o que
presentan niveles disminuidos de HXK1 (Hexocinasa 1) al ser sometidas a un
tratamiento con 6% de Glc en el medio, se observd que las plantas



sobreexpresoras mostraron un efecto negativo en el desarrollo de los cotiledones,
hipocdtilo y la raiz, mientras las lineas silenciadas crecieron normalmente. Estos
resultados indicaron que la HXK1 se encarga de regular la expresion de algunos
genes del desarrollo en respuesta a Glc (Jang et al., 1997). Posteriormente, se
analizaron plantas transgénicas sobreexpresoras de la YHXK2 (enzima heterdloga
de la HXK1 que presenta funcién catalitica y sensora en levadura), por medio de
un ensayo enzimatico se evidencié que la actividad fosforilativa de la YHXK2 era
similar a las plantas sobreexpresoras de la HXK1 de Arabidopsis, sin embargo, las
plantas portadoras de la YHXK2 mostraron un efecto contrario respecto a la
sefalizacion en comparacién con la sobreexpresora de la HXK1, en respuesta a
Glc. Esto demostréo que la enzima YHXK2 no fue capaz de transmitir la sefal
generada por Glc, pero si reemplazé la funcién catalitica, por lo tanto, se
determind que la enzima HXK1 en Arabidopsis actia como un sensor de azucares
(hexosas) (Jang et al., 1997). Con base en esto, se propuso que la HXK1 presenta
una funcidn dual, el ser una enzima metabdlica que realiza el primer paso de la
glucolisis y un sensor de hexosas (Xiao et al., 2000; Moore et al., 2003; Rolland y
Sheen, 2005).

A partir de la caracterizacion de la funcion sensora de la enzima HXK1 en
Arabidopsis, se han logrado identificar a tres vias de sefializacion para Glc, en dos
de ellas la HXK1 participa y en una tercera no, siendo ésta ultima una via
independiente de HXK1 (Figura 2) (Jang et al., 1997; Xiao et al., 2000):
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Figura 2. Las tres vias de senalizacion por glucosa en plantas. El esquema
representa la via dependiente de HXK1 (A), que a la vez conlleva a la via dependiente de
la glucolisis (B). En la primera via la HXK1 es el sensor que genera la sefal para la
regulacion de a expresidn génica, mientras que en la segunda via algun producto de la
glucolisis funciona como la sefal. Finalmente, la via independiente de la HXK1 (C),
involucra la participacién de transportadores o sensores de glucosa que aun no han sido
identificados. MP, membrana plasmatica. Basado en Rolland et al., 2006.

A. La via dependiente de HXK1: en esta via de sefalizacion la HXK1
desempefia una funcion de sensor/receptor, la union de la Glc a esta
enzima desencadena la sefal para la regulacion de la expresién génica. Se
ha evidenciado que a través de esta via se regula la expresion de algunos
genes fotosintéticos (Figura 2A) (Jang et al, 1997; Xiao et al., 2000;
Smeekens et al., 2010).

B. La via dependiente de HXK1-dependiente de la glucdlisis: en esta via la
HXK1 a través de su actividad catalitica, fosforila a la Glc que prosigue en
la glucdlisis; donde alguno de los metabolitos intermediarios funge como
sefal para la regulacion de algunos genes, como los genes de respuesta a
patogenos (Figura 2B). Cabe sefialar que el metabolito implicado en la
sefalizacion se desconoce (Jang et al., 1997; Xiao et al., 2000; Rolland et
al., 2006).



C. La via independiente de HXK1: esta via no depende de la participacion de
la funcion sensora, ni catalitica de la HXK1 (Xiao et al., 2000). Como parte
de ésta se agrupan algunos componentes semejantes a los identificados en
otros sistemas como por ejemplo el complejo cinasa SnRK1 (“SNF1 related
protein kinase 1”) cuya funcion es similar al de la Snf1 (“Sucrose non-
fermenting 1”) de levadura (Halford et al., 2002). Otro elemento evidenciado
es el analogo de la proteina G del sistema GPCR (“G Protein Coupled
Receptor”), similar al de la levadura (Grigston et al., 2008). Por ultimo, el
complejo multiproteinico TOR (“Target of rapamycin”), un integrador central
del metabolismo, que se encuentra en la mayoria de los organismos; su
funcion de cinasa se activa al recibir la sefial de disponibilidad de
nutrientes, causando una reprogramacion global de la transcripcion y del

metabolismo (Figura 2C) (Xiong y Sheen, 2012).

1.3 Componentes de las vias de senalizaciéon

Las vias de sefalizacion celular son sistemas en cascada, con una serie de
etapas secuenciales. El proceso inicia cuando un estimulo es percibido por un
receptor e inmediatamente prosigue con la transformacion de esa senal
extracelular en una intracelular. La transduccion de esa sefal intracelular concluye
con la intervencion de proteinas efectoras (activandolas o inactivandolas), las
cuales permiten regular los procesos celulares implicados en el crecimiento y
desarrollo de los organismos (Menéndez, 2005). Por lo tanto, se ha establecido de
manera general que las vias de sefializacion estan conformadas por un receptor
(“sensor”), proteinas(s) sefalizadora(s) intracelular(es) y la(s) proteina(s) diana
(efectores), siendo esta ultima la encargada de generar una respuesta acorde al
estimulo recibido (Figura 3) (Alberts, 2008).
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Diversos estudios en plantas han logrado elucidar algunos de los elementos
involucrados en las vias de senalizacion por Glc, como son: la HXK1, que actua
como un sensor de hexosas (Smeekens, 2000); los complejos de cinasas SnRK1
(Halford et al., 2002) y TOR (Deprost et al., 2007); y el regulador RGS1, el cual
combina un transportador de hexosas que pudiera ser un receptor extracelular y la
proteina G (Grigston et al., 2008). Cabe mencionar que estos elementos participan
en vias de sefalizacion que modulan la expresion génica de diversos genes, por
medio de la participacion de factores de transcripcion, efectores finales de la via

de senalizacion.

.4 Factores de transcripcion

Las plantas son capaces de percibir los niveles de azucares disponibles a
través de vias de sefalizacion, generando una respuesta a nivel de la regulacion
transcripcional. Dicha respuesta depende de la actividad de factores de
transcripcion y elementos en cis en los promotores de los genes que responden a

azucares (Yanagisawa, 1998; Hanson et al., 2008; Franco-Zorrilla et al., 2014).



Los factores de transcripcion (FTs) son proteinas reguladoras que disponen
de cuatro dominios discretos: un dominio de unién a DNA; un dominio de
regulacion de la transcripcidn que permite la interaccion con otros elementos de la
maquinaria basal de la transcripcion, afectando positiva o negativamente su
funcidén; un sitio de oligomerizacion (para la interaccion con otras proteinas) y una
sefial de localizacion nuclear. Todos estos dominios funcionan en conjunto para la
regulacion de la expresion génica. Cabe mencionar que el sitio de union a DNA es
el que determina a qué secuencia reguladora en cis especifica, ubicada en el
promotor, se unira para modular la trascripcion de un gen en particular (Figura 4)
(Saleh y Pages, 2003; Menéndez, 2005; Du et al., 2009).

REGULACION
+0-

!

SITIO DE UNION

OGN l =sOP0

Proteina

Figura 4. Los factores de transcripcion, proteinas reguladoras de la expresién
génica. Los factores de transcripcién actian mediante el reconocimiento de posiciones en
cis que forman parte de los promotores para activar (+) o reprimir (-) la transcripcion del
gen, a traves de la interaccion del dominio de regulacion de la transcripcién con algun(os)
factor(es) de transcripcion basal(es) que conforman el complejo de preiniciacion de la
transcripcion (PIC).

Aproximadamente del 6% al 10% del genoma de Arabidopsis codifica para
FTs, lo que refleja su importancia como proteinas reguladoras en plantas (Franco-
Zorrilla et al., 2014). A razon de este hecho es que se han realizado diversos
estudios con el fin de entender la importancia de los FTs y su mecanismo de
regulacion.

Los FTs se agrupan de acuerdo a su dominio de unién a DNA, que tiende a

reconocer una secuencia de union consenso de DNA en las regiones



potenciadoras (“enhancers”) o promotoras adyacentes a los genes que regulan
(Todeschini et al., 2014). La idea generalizada de que los miembros
pertenecientes a la misma familia comparten una secuencia de unién consenso y
exclusiva no se aplica en todos los casos, ya que nuevos datos muestran que
puede haber miembros de una familia que son capaces de reconocer una
secuencia de union unica respecto a los demas integrantes, o bien pueden tener
mas de un sitio de union. Por lo tanto, el estudio de los FTs es un trabajo arduo, ya
que no es facil determinar las secuencias de unién a DNA. Asimismo, el
mecanismo de accién puede variar entre ellos (Franco-Zorrilla et al., 2014;
Todeschine et al., 2014).

1.4.1 Factores de transcripcién que participan en la regulaciéon por azucares

La presencia o ausencia de azucares afecta la expresion de diversos
genes, se identificaron genes que codifican para FTs, como por ejemplo: MYB75
que participa en la regulacion de la biosintesis de antocianinas; HSI2, HSL1,
HSL2, ABI4, ABI5 y ABI8 que estan involucrados en las vias de sefalizacion por
acido abscisico (ABA), mientras que bZIP11, bZIP1, bZIP44, bZIP53, SUSIBA1,
SUSIBA2 y SUSIBAS3 participan en la sefalizacion por azucares (Sun et al., 2003;
Hanson et al., 2008). Ademas de estar regulados por la presencia de azucares a
nivel transcripcional, algunos FTs participan como componentes de las vias de
sefalizacion por azucares, como es el caso del factor transcripcional ABI4. En
respuesta a azucares ABI4 regula la expresion de los genes SBE2.2 (“STARCH
BRANCHING ENZYME 2.2”), APL3 (“ADP-GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE
3”) y ABI5 (“ABSCISIC ACID INSENSITIVE 57), a través del reconocimiento del
elemento CACCG presente en sus promotores. Asimismo, ABI4 es un regulador
de su propia transcripcion, por union a la caja CACCG (Arroyo et al., 2003; Li et
al., 2006; Bossi et al., 2009).

El factor transcripcional bZIP11 participa en la induccién de la transcripcion
de 25 genes y la represion de 16, en respuesta a Glc. Entre los genes blancos de
bZIP11 se encuentran ASN71 (“ASPARAGINE SYNTHETASE 17), ProDH2
(“PROLINE DEHIDROGENASE 2”) y otras enzimas que participan en la regulacion
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del metabolismo de aminoacidos. Los promotores de los genes que se inducen
exhiben la caja G (CACGTG), pero los genes que se reprimen no la presentan, por
lo que se sugiere que el mecanismo de represion es diferente al de activacién para
este FT (Handson et al., 2008). Otro TF perteneciente a la misma familia que
bZIP11, el cual se ha reconocido como modelo del estudio de las vias de
sefalizacion por azucares, es bZIP1. Este FT se reprime rapidamente en
presencia de Glc y participa en una via dependiente de HXK1, regulando genes
implicados en el crecimiento de la semilla a través de su union a cajas Gy C
(TGACGTCA). El mecanismo de la funcion de bZIP1 esta influenciado por
interacciones con otros FTs pertenecientes a esta familia, de tal manera que
modifican su propiedad de unién al DNA (Kang et al., 2010).

Por otra parte, se han identificado tres FT del tipo WRKY: SUSIBA1,
SUSIBA2 y SUSIBAS3, los cuales participan en la regulaciéon de los genes de
sintesis de almidén en arroz en respuesta a azucares, se unen al elemento SURE
(“Sugar Responsive Element’) y a la caja W (TGACT). Otro gen es ISO1
(ISOAMYLASE 1”), que codifica para una enzima que participa en la sintesis de
almiddn, y es blanco de SUSIBAZ2. Para el caso de SUSIBA 1y 3 se desconocen
diversos aspectos, inclusive a los genes que regulan en particular, aun cuando
presentan una alta similitud con SUSIBA2 (Sun et al., 2003).

Estudios en los genes de a-amilasas en cereales, indican que en el
promotor de éstos se encuentra una secuencia de respuesta a azucares (SRS, por
sus siglas en inglés “Sugar Responsive Sequence”), que posee tres motivos: la
caja GC, la caja G y el elemento TATCCA. Este ultimo elemento es reconocido por
tres factores transcripcionales tipo MYB: MYBS1, MYBS2 y MYBS3. En presencia
de azucares, el factor MYBS2 se encarga de reprimir la transcripcion del gen a-
AMY3, mientras que en ausencia de azucares se une MYBS1 para inducir su
expresion, por lo tanto, existe una competencia por el mismo elemento de unién
entre MYBS1 y MYBS2, que actuan como activador y represor de la expresion,
respectivamente. El desplazamiento entre estos dos FT de la secuencia de unidn
es un mecanismo de regulacion de la expresion del gen a-AMY3 (Lu et al., 2002).
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Los FT mencionados anteriormente son solo algunos reguladores que
participan en la modulacion de la transcripcidon en respuesta a azucares que
pertenecen a distintas familias. Su acoplamiento a secuencias especificas permite
inducir o reprimir la transcripcién; sin embargo, el mecanismos de como ejercen su
funcidén se desconoce en su mayoria, pero ha sido posible elucidar que algunos de
ellos actuan en coordinaciéon con los componentes basales de la maquinaria
transcripcional para regular la expresion de determinados genes en respuesta a
diversos estimulos, tal es el caso de los azucares (Riechmann, 2002; Osuna et al.,
2007)

1.5 Regulacién de la transcripcion por factores de transcripcion

La regulacion de la expresion génica eucariota involucra la coordinacion e
interaccidon de multiples proteinas, dando como resultado una integracion de
multiples sefales que forman una red compleja de regulacidén, para mantener la
homeostasis en los organismos complejos (Remémyi et al., 2004).

El proceso de transcripcidn requiere de un gran numero de proteinas, entre
las cuales se encuentran proteinas que remodelan la estructura de la cromatina y
el DNA, proteinas del complejo de preiniciacion de la transcripcidén (PIC, por sus
siglas en inglés), la RNA pol Il y diversos FT. Estos ultimos puede tener una
funcién activadora, represora o inclusive ambas (Stracke et al., 2001). También, se
ha determinado que los FT pueden fungir como subunidades de
activadores/represores compuestos que junto con el DNA y la maquinaria basal,
forman un gran complejo de regulacion (interaccion indirecta), mientras otros
pueden actuar por si solos mediante una interaccion directa (Tjian y Manlatin,
1994; Reményi et al., 2004).

Diversos estudios han evidenciado que la unién de un FT al DNA puede
causar alteraciones en la estructura de la proteina, que inclye rearreglos de los
nucleos hidrofobicos y cambios en su estructura cuaternaria. Estas modificaciones
pueden permitir la interaccion con otro(s) FTs que en conjunto forman un homo- o
heterodimero para activar o reprimir la transcripcién (Remeényi et al., 2004). Las

descritas anteriormente son s6lo algunas generalidades de la manera en la que
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pueden participar los FTs, tanto para activar como para reprimir la transcripcién.
Algunos mecanismos particulares para la funcién de un FT como represor se

abordaran enseguida en el siguiente apartado.

1.5.1 Mecanismos de represion por factores de transcripciéon

Existen varios mecanismos que permiten la represion de la expresion
génica a distintos niveles que van desde la modificacion de la estructura de la
cromatina a la formacién de grandes complejos proteinicos. A continuacion se
describen los que se conocen.

Los FTs que inhiben la transcripcion pueden actuar interfiriendo con la
actividad de un factor que actua positivamente, es decir, bloquean el efecto
inductor de la expresidn génica de un activador. Esto se puede llevar a cabo por
medio del impedimento de la unidn del inductor a su secuencia blanco en el DNA,
por la modificacion de la organizacion de la estructura de la cromatina a una forma
inactiva (Figura 5a), mediante la union del represor al mismo sitio de unién de
DNA que el activador (competencia por el sitio de union al DNA) (Figura 5b) o
mediante la inhibicion del activador a través de la formacién del complejo
activador-represor que altera o reduce la funcion de unién a DNA del activador
(Figura 5c). En otro mecanismo el inhibidor se une al dominio de activacion de la
transcripcion del activador, cuando el activador se encuentra ya unido al DNA,
dicho fendmeno es conocido como “quenching” (Figura 5d). Asimismo, se conocen
FTs que pueden inhibir directamente la transcripcibn en la ausencia de un

activador (Figura 5e) (Latchman, 2011).
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Figura 5. Mecanismos de represidon por factores de transcripcion. El represor (R)
inhibe la funcién del activador (A), uniéndose al sitio de unién a DNA (ABS), produciendo
una estructura de la cromatina inactiva (a), por competencia por el sitio de unién a DNA
(b), por secuestro del activador (c), por inhibicion de la funcidon inductora de la
transcripcioén (d) o a través de una represion directa (e). Tomado de Latchman, 2011.

Se han reportado variantes del mecanismo de represion directa (Figura 5e),
gue consisten en que el represor interactiue con una o0 mas moléculas para asi
poder realizar su funcidn represora, por ejemplo la represion tipo anti-enhancer, la
cual consiste en inhibir la activacion de la transcripcién por un enhancer, a través
de un represor que se asocia a éste (Cowel, 1994; Courey y Jia, 2001). Otra
variante es, que el complejo multiproteico Mediator actua en interfase para asociar
la respuesta del FT a la unidad transcripcional basal ensamblada en el promotor
de un gen, lo que puede producir la activacion o represion de la transcripcion
(Figura 6) (Mathur et al., 2011).
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Figura 6. Represion por el complejo Mediator. La represién también puede darse a
través del complejo mediator (morado), donde el represor (negro) se une a éste y al
complejo PIC (verde).

La eficiencia de represion depende principalmente de la afinidad de unién
relativa del represor por el DNA, asi como por la de los elementos basales de la
transcripcion o por los activadores. De tal manera que se pueda generar una

respuesta rapida en consecuencia de un estimulo dado (Rojo, 2001).

1.5.2 Control transcripcional por azucares

Se ha mencionado que los azucares controlan la expresion de una gran
variedad de genes a nivel transcripcional, mediante la unidn de proteinas a
secuencias conocidas como elementos en cis que contiene el promotor de un gen,
y que actuan en la induccion o represion de la transcripcion (Lu et al., 2002;
Alberts, 2008). ElI gen a-AMY3 emplea este mecanismo de regulacion para su
expresion. Este gen codifica para la enzima a-amilasa, que participa en la
degradacion del almidon en O. sativa (arroz), el cual se reprime en presencia de
azucares durante la germinacion (Lu et al., 2002; Chen et al., 2006). Se determiné
que en el promotor de este gen se encuentra la secuencia SRS (“Sugar Response
Sequence”), que contiene tres elementos esenciales para la represion; la caja GC,
la caja G y el elemento TATCCA, localizados entre -186 y -8 pb rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcion. El elemento TATCCA es caracteristico para la union
de factores transcripcionales tipo MYB, y se ha identificado que dos de ellos,
MYBS1 y MYBS2, estan implicados en la regulacion de la transcripcion en

presencia de azucares, en O. sativa. Ademas, se evidencié que la expresion de
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los genes de estos MYBS se encuentra regulada por los niveles de azucares: en
presencia de Glc los niveles de expresion de MYBS1 y MYBS3 son bajos,
mientras que los niveles de MYBSZ2 son altos (Toyofuku et al., 1998; Ho et al.,
2001; Lu et al., 2002). Esto contribuy6 a determinar que existe un mecanismo
complejo de control, donde los azucares regulan la expresion de FTs, los cuales a
su vez se encargan de regular la expresion de los genes blanco (Lu et al., 2002).

Estudios realizados en algunas gramineas como arroz, trigo y cebada, han
evidenciado que el promotor del gen a-AMY se presentan los elementos TACGTA,
TATCCAT, CGACG y CCTTT, los cuales participan en la regulacion
transcripcional por azucares y que contribuyen en la represién del gen a-AMY
(Hwang et al., 1998; Toyofuku et al., 1998; Chen et al., 2006).

El gen que codifica para la patatina (hidrolasa acilo lipolitica), se regula por
azucares; en el promotor de este gen en Solanum tuberosum (papa), se identifio al
elemento CACTT/CCA (“SURE”), el cual participa en esta regulacion (Grierson et
al., 1994). Dicho elemento se presenta en el gen ortélogo en arroz, trigo y cebada.
Pero fue hasta el estudio en la cebada que se identifico el factor transcripcional
que reconoce a este elemento, tratandose del factor SUSIBA2, miembro de la
familia WKRY, el cual actua como activador de la expresion del gen de la patatina
(Sun et al., 2003).

Asi como los genes de la enzima a-amilasa y de la patatina se encuentran
regulados a nivel transcripcional por la presencia de azucares, existe un extenso
grupo de genes de respuesta a azucares que se regula de igual manera, a nivel
transcripcional (Osuna et al., 2007), tal es el caso del gen que codifica para la
proteina transportadora de azucares 1 (STP1) (Price et al., 2004).
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II. ANTECEDENTES

Con el proposito de establecer nuevos componentes en las vias de
sefalizacion por azucares, y de manera especifica en una via independiente de
HXK1, se abordo la regulacion de un gen de respuesta a Glc, considerando que
esto permitira disectar la via corriente arriba. A partir de la identificacion de
elementos en cis y posteriormente de los factores transcripcionales que se unen a
dichos elementos y de proteinas de interaccion con éstos, se pretende llegar a
identificar componentes iniciales de la via de transduccion. El abordaje de esta
estrategia se basa en el analisis de la regulacion del gen STP1 (SUGAR
TRANSPORTER PROTEIN 1), cuya expresion se reprime en presencia de

azucares.

1.1 Regulacién del gen STP1 por azucares

Se ha mencionado que los azucares controlan la expresion de una gran
variedad de genes, dicha regulacion se da por medio de las proteinas regulatorias
que actuan en coordinacién con los componentes basales de la maquinaria
transcripcional, afectando su transcripcion (Lu et al., 2002). Entre los genes que se
regulan por azucares, se encuentra el gen que codifica para la proteina
transportadora de azucares 1 (STP1).

STP1 es un gen que codifica para una proteina integral de membrana, tipo
‘simporter’, que se encarga de importar hexosas, mediante el transporte
unidireccional de un protéon (H") por cada molécula de azucar, al interior de las
células. Este transportador presenta una alta afinidad por la Glc (Km ~ 50 yM),
aunque también puede transportar otras hexosas como la galactosa, la xilosa y la
manosa. Esta proteina esta constituida de 522 aminoacidos, lo que representa un
peso molecular de 57.5 KDa y una estructura compuesta por 12 dominios
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transmembranales unidos por regiones hidrofilicas que forman “loops” (Figura 7)
(Boorer et al., 1994; Buttner y Sauer, 2000; Sherson et al., 2003; Buttner, 2010).

S
LRI

Figura 7. Modelo topolégico del transportador de monosacaridos STP1, en
Arabidopsis. Se muestran las posiciones de las hélices transmembranales. Los residuos
en color rojo indican los aminoacidos que estan conservados en todos los transportadores
de monosacéridos de algas y plantas superiores. Region extracelular (o) e intracelular (i)
de la membrana plasmatica. Tomado de Buttner y Sauer, 2000.

Para determinar el patrén de expresiéon de STP1, Sherson y colaboradores
(2003), generaron plantas transgénicas portadoras de la fusion del promotor de
STP1 de Arabidopsis con el gen reportero de la luciferasa (LUC). Se observé que
la actividad del gen reportero (emision de luz) predominaba en las hojas jévenes
de plantulas de 14 dias de edad, en comparacion con los otros organos.
Posteriormente, a través de un analisis tipo northern-blot, se evidenciaron los
niveles de expresion de este gen en los distintos 6rganos de la planta, alcanzando
los niveles de expresidon mas altos en las hojas, y de manera descendente en el
escapo (tallo), las silicuas, las flores y las raices (Figura 8) (Boorer et al., 1994;
Sherson et al., 2000; Stadler et al., 2003). Por lo tanto, ambos estudios
demostraron que STP1 se expresa principalmente en las hojas jovenes de plantas
de Arabidopsis de 14 dias de edad.
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Figura 8. Niveles de expresiéon del gen STP1 en diferentes 6érganos de Arabidopsis.
Tomado de Sherson et al., 2003.

A través de un analisis transcriptomico por microarreglos, se determin6 que
la expresion de STP1 se reprime en presencia de Glc, tal como sucede con otros
genes que codifican para proteinas transportadoras de monosacaridos. Asimismo,
se ha evidenciado que la reduccion de los niveles de transcrito de STP71 es mas
drastica en comparacion con el resto de los miembros de la familia de genes STP,
que también son transportadores de azucares. Al parecer la expresion de estos
genes esta asociada con su funcién transportadora y el azucar disponible en el
medio en el que se encuentren (Price et al., 2004).

Otro factor que participa en la regulacion de la expresiéon de STP1 es la
exposicidon a la luz. El cambio de luz a oscuridad por el ritmo circadiano, genera
variaciones en la presencia del transcrito de STP7; en la oscuridad aumentan sus
niveles, mientras que en la luz disminuyen (Stadler et al., 2003; Buttner, 2010).

En un estudio realizado por Cordoba y colaboradores (2015), evidenciaron
que la represiéon de la expresion de STP1 en presencia de Glc es una respuesta
rapida, ya que en los primeros 15 minutos se presenta una gran disminucién del
transcrito y en un tiempo mas prolongado en esta condicion, se llega a una
represion total (Cordoba et al., 2015). Para determinar la via de senalizacion
implicada en su regulacion, se analizo el transcrito de STP1 en plantas mutantes.
Las mutantes empleadas fueron gin2/hxk1, abi4, abi5, kin10, kin11 y rgs1, que

corresponden a mutantes en la enzima metabdlica HXK1, a los FT ABI4 y ABI5, a
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las subunidades del complejo SnRK1 (KIN10 y KIN11) y la proteina G (RGS1),
respectivamente. Los FT ABI4 y ABI5 son componentes que participan en la via
de senalizacion dependiente de HXK1 (Cordoba et al., 2015). En el analisis del
transcrito de STP1 en las mutantes de estos componentes, se observd que la
represion por Glc fue similar a las plantas tipo silvestre, por lo tanto, se determiné
que la via implicada en la regulacion del gen STP1 es independiente de HXK1,
debido a que en las mutantes de esta via se mantiene la represién por azucares
(Cordoba et al., 2015). Por otra parte, el complejo SnRK1 y la proteina RGS1 son
elementos de una via independiente de HXK1, aunque no se sabe si estan
asociados a una sola via de sefializacion o si corresponden a dos vias de
sefializacion independientes de HXK1. En las mutantes kin10, kin11 y rgs1
también se presentd la represidon por Glc de STP1, indicando que las vias en las
que participan estos componentes tampoco estan involucradas en la regulacién de
STP1 por azucares (Cordoba et al., 2015).

A través del analisis de plantas transgénicas que portan al promotor del gen
STP1 fusionado con el gen reportero de GUS, se demostrdé que en una region de
2.4 kb se encuentran los elementos en cis necesarios para la respuesta de
represion por glucosa. Por medio de deleciones sucesivas a parir de las 2.4 kb
iniciales, se generaron diferentes versiones del promotor, fusionadas al gen
reportero de GUS. Utilizando plantas portadoras de estas construcciones se
delimité una region de 310 pb, donde se encuentran los elementos en cis que
confieren la represién por Glc, entre las versiones que portaban 1y 1.3 kb del
promotor de STP71 (Figura 9). Un analisis detallado de esta region permitié
identificar 17 motivos (que se agrupan en 8 tipos diferentes de elementos en cis)
que han sido reconocidos por participar en la represion por azucares (Cordoba et
al., 2015).
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Figura 9. Analisis del promotor de STP1. Se generaron plantas transgénicas portadoras
de versiones de 2.4, 1.3, 1, y 0.5 kb del promotor STP1, fusionadas al gen reportero de
GUS (pSTP1::GUS). Las plantas fueron sometidas a tratamientos con medio sin fuente de
carbono (-C), medio con glucosa (Glc), manitol (Mtl) y un control previo al experimento
(TO). Se determin6 que en plantas portadoras de la versién de 1 kb del promotor, no se
presentd una disminucion del transcrito de GUS en el tratamiento con glucosa (Glc), en
comparacion a la version de 1.3 kb, indicando que entre estos fragmentos se ubican los
elementos de regulacién por azucares. Cordoba el al., 2015.

Con la finalidad de identificar proteinas que participan en la regulacion de la
expresion de STP1 y establecer componentes posicionados como efectores en la
via de sefalizacidon por azucares, se aislaron proteinas que de alguna manera se
asociaron fisicamente con la region regulatoria identificada. Por medio de un
ensayo tipo “DNA Pull-Down” se aislaron proteinas nucleares que posiblemente
estan involucradas en la regulacion de la expresion del gen STP1 en respuesta a
Glc. Este ensayo consisti6 en inmovilizar la region regulatoria acotada
previamente (310 pb), que contiene a los elementos en cis de represion por Glc, a

una matriz y exponerla a un extracto de proteinas nucleares proveniente de
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plantas de 12 dias de edad y que fueron tratadas por 6 hrs con 150 mM de Glic o
manitol (Mtl), éste ultimo como control osmaético del efecto osmotico del soluto en
la solucion. Las proteinas que se unieron de manera directa o indirecta (unién de
complejos proteinicos) al fragmento de DNA fueron separadas y posteriormente se
secuenciaron por LC-MS/MS. La seleccién de las proteinas candidatas para
ejercer la regulaciéon de STP1 por Glc se baso en los siguientes criterios: que la
proteina presentara la capacidad de unirse al DNA de manera directa o indirecta o
que estuviera asociada con la regulacion de la transcripcion y que se presentara
en al menos dos de los cuatro experimentos independientes realizados. Aunado a
lo anterior, las proteinas candidatas fueron selecionadas considerando diferentes
posibles escenarios en la regulacidn: estar presente unicamente en la condicion
por Glc, debido a que la proteina que esté involucrada solamente pudiera ejercer
su funcion de represion en respuesta a Glc y no por Mtl; considerando la ausencia
de un activador en presencia de Glc, por lo que estaria presente en la condicion
de Mtl, asi como también se tomaron en cuenta las proteinas reguladoras
presentes en Mtl; ademas, se contempldé la posibilidad de que la proteina
reguladora podria sufrir modificaciones post-traduccionales en respuesta a Glc
para ejercer su funcion represora/activadora, por lo que se incluyeron aquellas
proteinas reguladoras presentes en ambos tratamientos. Teniendo en cuenta
estos criterios y partiendo de un total de 321 proteinas identificadas, se obtuvo una
lista de 10 proteinas candidatas, siendo las siguientes: MYB122 (AT1G74080),
AIB (AT2G46510), MED14 (AT3G04740), OFP6 (AT3G52525), RGD3
(AT3G54280), AHL1 (AT4G12080), HSC70 (AT5G02500), UAP56 (AT5G11170),
RAD51 (AT5G20850) y FIB1 (AT5G52470). Las dos primeras corresponden a
factores transcripcionales, mientras el resto corresponde a componentes del
complejo MEDIADOR y proteinas que participan en la transcripcion (Cruz-Lopez,

Tesis de Licenciatura, 2015).
1.2 La familia MYB

En plantas, los factores de transcripcion tipo MYB comprenden una de las

familias génicas mas amplias. A razdn de esto, se han realizado analisis genéticos
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y moleculares para determinar los procesos biolégicos que regulan y su
mecanismo de accion. Dichos estudios se han realizado utilizado algunas
especies de plantas como: Arabidopsis, maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa),
petunia (Petunia hybrida), uva (Vitis vinifera), alamo (Populus tremuloides) y
manzana (Malus domestica) (Dubos et al., 2010).

Las proteinas MYB se caracterizan por presentar el dominio de unién a
DNA del cual deriva su nombre, el dominio MYB, que consiste de una a cuatro
secuencias repetidas imperfectas de 52 residuos cada una, denominados R1, R2,
R3 y R4. Cada secuencia repetida forma una estructura secundaria en forma de a-
hélice y se encuentran separadas por tres residuos de triptéfano. La tercera o-
hélice se le denomina “recognition helix”, ya que es la encargada de hacer
contacto directo con el DNA. Durante el contacto con el DNA, dos de las
secuencias repetidas trabajan cooperativamente para reconocer el motivo de
unién para que la tercera a-hélice pueda realizar el contacto directo con el DNA
(Stracke et al., 2001; Yanhui et al., 2006; Dubos et al., 2010). La secuencia de
unién a DNA que reconocen estos FTs es variable, pero se ha identificado que la
mas frecuente es la secuencia T/CACCA/TAC/AC (Du et al., 2009). El numero de
integrantes de esta familia es de 190 aproximadamente en Arabidopsis (Toledo-
Ortiz et al., 2003).

Esta familia se divide en cuatro diferentes clases, de acuerdo al numero de
secuencias repetidas adyacentes. La clase | s6lo presenta un miembro, conocida
como 4R-MYB; la clase Il denominada R1R2R3-MYB, de la cual se desconoce el
numero preciso de integrantes que la conforman; la clase lll es la R2R3-MYB, con
un total de 125 miembros y la clase 1V, donde se reunen a los miembros “MYB-
related” que no cumplen con las caracteristicas que presentan las otras clases. De
todas éstas la mas estudiada es la clase Ill categorizada a su vez, en 22
subclases (Stracke et al., 2001; Yanhui et al., 2006; Dubos et al., 2010). Asimismo,
se ha determinado que todos estos FTs estan involucrados en el control de los
siguientes procesos: en el metabolismo primario y secundario, en el destino e
identidad celular, en procesos del desarrollo y en la respuesta a estrés bibtico y
abidtico (Dubos et al., 2010).
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1.2.1 El factor de transcripcién MYB122

En un estudio realizado por Frerigman y Gigolashvili (2014) identificaron
que el factor de transcripcion MYB122/HIG2 esta involucrado en la regulacién de
los genes de la via de glucosinolatos, pero no se determinéG que genes en
particular regula y su mecanismo de accion. Asimismo se identificO que
MYB34/ATR1 y MYB51/HIG1 son los homdlogos mas cercanos a MYB122 segun
su secuencia de aminoacidos (Figura 10), que en conjunto conforman a la clase
12 de la subfamilia R2R3-MYB y que presentan funcion redundante en la
regulacion transcripcional de la via de glucosinolatos. Los glucosinolatos son
metabolitos secundarios derivados del triptofano, contribuyen a la defensa de la
planta contra microorganismos y herbivoros. La via biosintetica de estos
compuestos se ha determinado en su totalidad asi como los genes que codifican
para las enzimas de la via, pero aun no se han identificado que factor de
transcripcion regula la expresion de cada uno de ellos (Frerigmann y Gigolashvili,
2014).

MYB51/HIG1

MYB122

E MYB34/ATR1
MYB29
' iMYB76

MYB28

MYB GL1

Figura 10. Filogenia del subgrupo 12 de la familia R2R3-MYB. Tomado de Gigolashvili
et al., 2007.

Para determinar si la expresion de los genes MYB122, MYB34 y MYB51
responden a moléculas sefalizadoras como ABA (acido abscisico), metil-
jasmonato, etileno y acido salicilico, se realiz6é un analisis de expresion bajo estas
diferentes hormonas como tratamientos. Se observé que en presencia de ABA se

induce MYB34, mientras que el metil-jasmonato induce la expresion de MYB34 y
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MYB122 y reprime la expresiéon de MYB51. En el tratamiento con acido salicilico y
el precursor de etileno (ACC, 1-carboxilato de 1-aminociclopropano) se observo
una induccion de la expresion de MYB51. Todos estos tratamientos se
compararon con la referencia a un tratamiento con ausencia de dichas hormonas.
Para determinar si la induccion dependiente de hormona de la expresion de
MYB34, MYB51y MYB122 esta relacionada con la regulacion de la biosintesis de
glucosinolatos, se analizaron mutantes simples y dobles. Se concluyé que MYB34
es importante para la regulacion de glucosinolatos mediada por ABA, mientras que
MYBS51 por el acido salicilico y etileno, y MYB122 en respuesta a etileno/metil-
jasmonato (Frerigmann y Gigolashvili, 2014).

Asimismo, se ha mostrado que MYB7122 se expresa menos que sSus
homologos, por lo tanto, el efecto metabdlico observado refleja la abundancia de
transcrito, pero su funcion destaca en respuesta a los cambios ambientales.
También se dio a conocer que la transcripcion de MYB122 es regulada
positivamente por MYB51, lo que demuestra que el control de estos MYBs no
solamente afectan los genes blancos de la via de glucosinolatos sino que son
capaces de coordinarse y regularse de manera reciproca (Frerigmann vy
Gigolashvili, 2014). Aun falta mucho por dilucidar sobre el factor de transcripcion
MYB122 y determinar si su funcion se ve limitada a la respuesta de defensa de la
planta. Esto deja a la posibilidad que MYB122 participe de alguna manera en la
respuesta a Glc para regular el gen STP1.

1.3 La familia bHLH

Las proteinas pertenecientes a la familia bHLH (“basic helix-loop-helix”) son
componentes regulatorios importantes en la transcripcién, implicados en el control
de una gran variedad de procesos que van desde la proliferacion celular hasta el
establecimiento del linaje celular. Con 147 miembros la familia bHLH es la
segunda mas grande de FTs en Arabidopsis, los cuales se clasifican en 21
subfamilias (designados del 1 al 21). Debido a que aun no se ha caracterizado a la
familia completa en plantas, se cuenta con poca informacién sobre sus miembros;

sin embargo, en otros organismos se han estudiado con mayor detalle, por
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ejemplo en mamiferos (Heim et al., 2002; Toledo-Ortiz et al., 2003; Carretero-
Paulet et al., 2010).

La familia esta definida por su dominio bHLH, conformado por 60
aminoacidos, el cual contiene dos regiones funcionales distintas: en el extremo N-
terminal se encuentra la region basica, formada por 17 aminoacidos en su mayoria
basicos determinan la actividad de union al DNA y la region HLH en el extremo C-
terminal, compuesta por residuos hidrofébicos que generan dos estructuras a-
hélice separadas por una asa (“loop”) y que permite la dimerizacion que pueden
ser homodimeros o heterodimeros, (Heim et al., 2002; Toledo-Ortiz et al., 2003;
Carretero-Paulet et al., 2010).

La secuencia de DNA que reconoce esta familia de FTs es el
hexanucledtido consenso conocida como la caja E (5'-CANNTG-3"). Existen
variantes de esta caja, que dependen de la identidad de las dos bases centrales
siendo éstas: la caja G, con la secuencia 5-CACGTG-3" y los que no se unen a la
caja G, reconociendo otras bases diferentes a la caja E. Dichas cajas son
reconocidas por los aminoacidos conservados en la region basica de la proteina
siendo estos Glu-13 y Arg-16, mientras que el resto de los residuos de la misma
region ayudan a estabilizar la posicion de estos residuos clave, de tal manera que
juegan un rol indirecto en la union a DNA y que conceden la especificidad.
También se han descubierto que 27 integrantes de la familia denominados
proteinas HLH, no pueden unirse al DNA debido a que carecen de la region
basica, pero funcionan como reguladores negativos de proteinas bHLH, ya que
impiden que el bHLH con el que dimerizan no pueda interaccionar con su
contraparte para unise al DNA (Heim et al., 2002; Toledo-Ortiz et al., 2003).

11.3.1 El factor de transcripcién AIB

AIB/JAM1 (“ABA-INDUCIBLE bHLH-TYPE”/”JASMONATE-ASSOCIATED
MYC2-LIKE1”, AT2G46510) es un factor transcripcional de 567 aminoacidos que
pertenece a la familia de los bHLH, la region basica del dominio bHLH reconoce y
se une a la caja E (CANNTG), mientras la region HLH es la encargada de formar
dimeros (Sasaki-Sekimoto et al., 2013).
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A través de la base de datos de microarreglos “genevestigator”
(https://genevestigator.com), se identifico que el gen AIB/JJAM1 es inducible por
ABA, una fitohormona involucrada en diversos procesos fisiolégicos como en la
germinacion, la dormancia, el crecimiento de la plantula, la respuesta al estrés
ambiental entre otros (Sasaki-Sekimoto et al., 2013).

Por medio de un analisis tipo northern-blot se determin6 que la expresiéon de
AIB/JAM1 es inducida por ABA y que dicha respuesta sucede rapidamente y de
manera momentanea, ya que a los 15 minutos en presencia de ABA su transcrito
llega al maximo nivel y a los 60 minutos regresa a ser basal, lo cual sugiere que
posiblemente AIB tenga un papel en la via de sefalizacion de ABA. Se ha
determinado el patron de expresion espacio-temporal de AIB/JAM1T; en la etapa
temprana se expresa principalmente en la punta de la raiz, los cotiledones, el
hipocdtilo, las hojas y las células guarda, mientras que en la fase adulta se
expresa en el tallo, las flores y las silicuas. Posteriormente, en un analisis a
plantas transgénicas portadoras del gen reportero GFP (“green fluorescent
protein”) fusionado a la region codificante de AIB/JJAM1, se evidencio que es una
proteina que se localiza en el nucleo (Li et al., 2007).

Por otro lado, para evaluar la participacion de AIB/JAM1 en la respuesta a
ABA, se realizé un ensayo de enverdecimiento de los cotiledones en lineas
transgénicas antisentido y sobreexpresoras de AIB/JAM1. Los resultados
revelaron que en presencia de un rango de concentracién que va de 0.3 a 1uyM de
ABA, las plantulas antisentido fueron menos sensibles a este fitoregulador en
comparacion con las plantulas silvestres, mientras que las lineas sobreexpresoras
mostraron un fenotipo de hipersensibilidad al efecto inhibitorio de ABA, en
comparacion con la silvestre. Aunado a esto, en las lineas sobreexpresoras se
observd una mejora en la tolerancia al estrés causada por la sequia. Estos
resultados sugieren que AIB actua como un regulador positivo en la modulacion de
la respuesta a ABA en Arabidopsis (Li et al., 2007).

Se ha determinado que Arabidopsis presenta una pequefa subfamilia de
proteinas “AlB-related” del tipo bHLH, donde AIB/JAM1 comparte un 30% de
identidad en su secuencia aminoacidica, con MYC2, un factor de transcripcion
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involucrado en la sefalizacion por ABA, jasmonato y luz (Li et al., 2007). En un
estudio posterior se identificé que los homologos de AIB/JAM1 mas cercanos son
JAM2 (AT1G01260) y JAM3 (AT4G16430), presentando un 47% y 34% de
identidad a nivel de secuencia aminoacidica con AlB, respectivamente (Figura 11),
por lo que AIB adquiri6 el nombre JAM1. Estos tres FTs participan como
reguladores negativos en la respuesta a jasmonato en Arabidopsis (Sasaki-
Sekimoto et al., 2013).

100% 80% 60% 40% 20%
L 1 1 1 J

_: AtMYC4 (Atdg17880)
AtMYC3 (At5g46760)

e AIMYC2 (At1g32640)

At4g00870

— e
AtAIB (At2g46510)

At4g16430

Figura 11. Arbol filogenético de las proteinas “AlB-related” de Arabidopsis. Los
homologos de AIB son JAM2 (At1g01260) y JAM3 (At4g16430) que presentan un 47% y
34% de identidad con AIB, respectivamente. Tomado de Li et al., 2007; Sasaki-Semimoto
et al., 2013.

A través de un ensayo tipo EMSA (“Electrophoretic Mobility Shift Assay”) se
evidencio que AIB/JAM1 se puede unir a variantes de la caja E (CANNTG), la caja
G (CACGTG) y la secuencia MBS (“MYC2 binding sequence”), asi como a la caja
TG (CACGTT). También se determindé que AIB/JAM1 es un represor pasivo, no
tiene actividad represora intrinseca (carece del dominio de represion
transcripcional). Estas proteinas reprimen la transcripcion compitiendo con
activadores transcripcionales para la union al DNA (Nakata et al., 2013). Es
importante hacer notar que la secuencia MBS se encuentra en la region
reguladora acotada del gen STP1, por lo que existe la posibilidad que sea a través
del reconocimiento de este elemento por lo que AIB/JAM1 participe en la
respuesta a la sefalizacion por Glc.
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III. JUSTIFICACION

Diversos estudios han evidenciado las funciones que cumplen los azucares
en la célula, como ser la fuente primaria de energia, componentes estructurales y
moléculas senalizadoras. Por medio de esta ultima funcion es que se regulan una
gran variedad de procesos vitales en los organismos, como en el caso de las
plantas.

De la gran variedad de azucares presentes en las plantas, se ha observado
que particularmente la Glc tiene un rol importante en el mecanismo de regulacion
génica, ya que se han identificado tres vias de sefalizacién por Glc: dos son
dependientes de HXK1 y la tercera es independiente de la actividad sensora o
catalitica de esta enzima. A pesar de la existencia de estas vias de senalizacion,
aun se desconocen en su mayoria a los elementos que participan en ellas, asi
como los receptores primarios y las moléculas sefalizadoras intracelulares,
particularmente en aquellas que no dependen de la HXK.

Estudios realizados a promotores de genes que responden a azucares, en
diferentes especies de plantas como el arroz, la cebada y el trigo, indican que la
regulacion por azucares puede darse a nivel transcripcional, por medio del
reconocimiento y union de factores transcripcionales a elementos en cis
especificos, presentes en el promotor de un gen. Para el caso particular del gen
STP1, se ha reconocido que en su regidn promotora existen elementos en cis de
respuesta a represion por azucares y se han identificado a 10 proteinas como
posibles candidatos para participar en esta respuesta, entre las cualés se
encuentran MYB122 y AIB/JAM1.

Con la finalidad de establecer efectores finales dentro de una via de
sefalizacion, se ha abordado el estudio de la regulacion de STP1 por azucares; la
caracterizacion de las proteinas candidatos para la represion del gen STP1
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permitira posicionar a nuevos componentes en las vias de sefalizacion de

azucares especificamente, en una via independiente de HXK1.
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IV. HIPOTESIS

Los factores de transcripcion MYB122 y AIB/JAM1 funcionan como

reguladores negativos (represores) de la expresion del gen STP1 en respuesta a

glucosa.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de los factores transcripcionales MYB122 y AlB

en la represion del gen STP1 por glucosa en Arabidopsis thaliana.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Determinar la expresién de STP1 en los fondos mutantes de los factores de
transcripcion MYB122 y AIB, en tratamientos con glucosa.

Aislar y clonar los genes MYB122 y AIB para generar construcciones que
permitan su sobreexpresion en A. thaliana.

Generar lineas transgénicas sobreexpresoras de A. thaliana de los factores de
trascripcion MYB122 y AIB.

Evaluar la expresion STP1 en plantas de las lineas sobreexpresoras de
MYB122 y AIB.

Identificar a los elementos en cis de reconocimiento de los factores de

transcripcion MYB122 y AIB en la region promotora de STP1.
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VII. MATERIALES Y METODOS

Para medios y soluciones ver apéndice.

Vil.1 Analisis de la expresion del gen STP1 en los fondos mutantes
sometidos a tratamientos con glucosa

VIl.1.1 Esterilizaciéon de semillas

En un microtubo de 1.5 mL se colocaron semillas, se efectu6é un lavado con
1 mL de etanol al 70%, agitando por 1 min aproximadamente. Se retir6 el etanol y
se adiciono 1 mL de solucién de hipoclorito de sodio al 20%, agitando por 7 min.
Después se realizaron tres lavados con 1 mL de agua estéril y finalmente, las
semillas se mantuvieron en 300 pyL de agua estéril, a una temperatura de 4°C por
4 dias. Las semillas se sembraron posteriormente en los medios de crecimiento
correspondientes y se incubaron bajo las condiciones determinadas para cada

experimentacion.

VIl.1.2 Extraccion de DNA total

Para la extraccion de DNA total se utilizaron hojas de plantas adultas
crecidas en sustrato Metromix-200. Las hojas se maceraron hasta obtener un
polvo fino con nitrégeno liquido en un microtubo de 1.5 mL con ayuda de pistilos
para microtubos. Una vez macerado el tejido se agregaron 300 uL de CTAB 2X, se
mezcld y se incubd por 45 min a 65°C. La muestra se dejo enfriar a temperatura
ambiente, se adicionaron 300 pL de cloroformo y se agitdé vigorosamente. Se
centrifugd a 13,000 rpm por 10 min y el sobrenadante se transfirio a un microtubo
nuevo, se adicionaron 300 pyL de isopropanol y se mezclé cuidadosamente por
inversion. EI DNA se dejo precipitar por aproximadamente 18 h a -20°C. Se
centrifugé a 13,000 rpm por 10 min y se decantd el sobrenadante. El botdn
formado se lavo con 500 uL de etanol al 70% y se centrifugd a 13,000 rpm por 10

min. La pastilla se seco al vacié a 45°C por aproximadamente 5 min. Finalmente,
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el DNA se resuspendio en 100 yL de agua ultrapura y se calenté a 70°C por 10

min.

VIl.1.3 Genotipificacidon de las lineas mutantes

La genotipificacion de las lineas mutantes CS874647 y Salk_137512, que
corresponden a AIB/JAM1 y MYB122 respectivamente, se realizé a través de la
técnica PCR (“‘Polymerase Chain Reaction”), utilizando DNA de individuos
pertenecientes a cada linea mutante y oligonucleotidos especificos para cada uno
de los genes (Tabla S1). Se verificod la presencia de la insercién del T-DNA y la
ausencia de amplificacion del gen silvestre en cada linea mutante. Las lineas
mutantes provienen del banco de TAIR, cada linea corresponde a una mutante de
insercion con un T-DNA distinto (a su vez, cada una presenta resistencia a un
agente selectivo diferente). Después de identificar a individuos homocigotos, se
seleccioné a un individuo de cada linea mutante para llevar a la siguiente
generacion y realizar nuevamente la genotipificacion para validar el estado
homocigoto de la mutacion en la nueva generacion.

Una vez habiendo seleccionado la linea homocigota para cada mutante, se
realiz6 un analisis por RT-PCR (“Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction”), para comprobar la ausencia del transcrito del gen. Para ello, se empled
cDNA vy los oligonucleétidos MYB122-428Fw y MYB122-nstpRv para analizar el
transcrito del gen MYB122, y AlB-atgB1Fw y AIB-1118Rv para el gen de A/B. El
cDNA se gener¢ a partir de muestras de RNA total de plantas crecidas en medio
GM 1X por 10 dias, utilizando el kit “M-MLV Reverse Transcriptase®, de acuerdo a
las indicaciones del fabricante. Se colocé en un microtubo de 1.5 mL, 3 ng de una
muestra de RNA total, se adiciond 1 pL de oligonucledétido dT (500 pg/mL), 1 yL de
una mezcla de 10 mM de dNTP’s y 12 pyL de H»O (ultrapura), se incubd por 5 min
a 65°C y seguidamente se colocd en hielo. Se centrifugd brevemente para
recuperar las gotas condensadas en el tubo. A continuacién se agregd a la
reaccion 4 uL de Buffer FS, 2 yL de DTT y 1 uL de inhibidor de RNAsa y se incubd
por 2 min a 37°C. Posteriormente se agrego 1 uL de enzima transcriptasa reversa
y se incubd por 1 h a 37°C y por 15 min a 70°C.
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Cabe senalar que el gen que se emple6 como control de sintesis del cDNA
fue UBQ1 y los oligonucleotidos usados fueron UBQ1-g-F y UBQ1-g-R (Tabla S1).

VIl.1.4 Tratamientos con glucosa

Las semillas esterilizadas de las lineas mutantes homocigotas
seleccionadas CS874647 3-5-3 y Salk_137512 2-6 se sembraron en medio liquido
a base de sales de Murashige y Skoog (MS) 0.1X y MES (1X), suplementado con
0.5% de sacarosa, a pH 5.7. Se incubaron en un cuarto de crecimiento con
fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad, a 21°C, en agitaciéon continua (200 rpm).
Después de 10 dias de crecimiento, las plantas fueron sometidas a una etapa de
ayuno, la cual consistid en suprimir la fuente de carbono por 2 dias. Al término de
este tiempo, se prosiguié con el tratamiento, donde el medio se reemplazé por uno
sin fuente carbonada (como control de ausencia de azucares), con 150 mM de
glucosa (como tratamiento de fuente carbonada), o con 150 mM de manitol (como
un control de efecto osmatico), por 6 h (Figura 12). Las plantas se colectaron y se
realizo la extraccion de RNA total.

10 dias en
MS 0.1X +
Py [es [ Ies [ s\ [ SMes
‘ 1 2 3 a
2 dias de
Ayuno de
fuente C > > '7 e > \
‘ 1 2 3 a4
. I I [ i
Tratamiento
con azucar o " +150mM | +150 mM
por 6 hrs Glc Mtl

Figura 12. Esquema del tratamiento con azucar. Las semillas fueron sembradas en
medio liquido con los nutrientes necesarios (10 dias), después se sometieron a una etapa
de ayuno (2 dias) y finalmente fueron a tratamientos por incubacién en medio MS 0.1X
con 150 mM de glucosa (Glc) o 150 mM de manitol (Mtl). Los controles correspondieron a
plantas colectadas al término del ayuno previo al tratamiento (TO) y a las que se incubaron
en ausencia de fuente carbonada por 6 h (-C).
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VII.1.5 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA se realizo utilizando TRIzol® y de acuerdo al
protocolo de la casa comercial. El tejido vegetal proveniente de los tratamientos
fue macerado empleando nitrégeno liquido, hasta formar un polvo fino. Parte de
este tejido (~100 mg) se colocaron en un microtubo de 1.5 mL, se adicion6 1 mL
de “TRIzol® Reagent’ y se agité para homogenizar con ayuda de un vortex.
Después se agregaron 200 pL de cloroformo, se homogenizé y se centrifugd a
12,000 g por 15 min a 4°C, formandose una interfase. La fase acuosa fue
transferida a un microtubo de 1.5 mL, se adicionaron 500 pL de isopropanol y se
incubd por 18 h a -20°C, para precipitar el RNA.

Una vez concluido el tiempo de precipitacion, el RNA se recuperd por
centrifugacion a 12,000 g por 10 min a 4°C. El bot6n formado se lavé con 1 mL de
etanol al 75% y se volvio a centrifugar a 7,500 g por 5 min a 4°C. El RNA se sec6
a temperatura ambiente, se resuspendié en 40 puL de agua ultrapura y se incubd a
70°C por 10 min. Finalmente, las muestras se colocaron en hielo y se cuantifico la
concentracion de RNA en un espectrofotometro (nanodrop) a una longitud de onda
de 260 nm.

VII.1.6 Analisis de expresion por northern-blot

Para realizar el analisis de expresion se utilizaron 10 ug de RNA total, que
fueron mezclados con un buffer de carga para RNA (ver apendice), se incubaron a
65°C por 10 min y se corrieron en un gel desnaturalizante de agarosa al 1.5% con
formaldehido al 37%. La electroforesis se corrié a 80 Volts durante 2 h con buffer
MOPS 1X. Al finalizar el tiempo de corrida, el RNA se transfiri6 a una membrana
de nylon (Amersham Hybond-P, GE Healthcare), utilizando SSC 10X por alrededor
de 16 h. El RNA se fij6 a la membrana con luz UV (Stratalinker), se enjuagé con
agua destilada y se tind con azul de metileno para revelar los RNAs ribosomales, y
se fotodocumento para utilizarlo como control de carga.

Por otra parte, la sonda empleada se generd por medio de PCR, utilizando
como templado el plasmido que porta un fragmento de 499 pb del extremo 3 del
gen STP1 y los oligonucleétidos STP1-1 y STP1-2 (Tabla S1). El producto
resultante de la PCR se marcé por “random primer” empleando el kit de marcaje
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Megaprime DNA labelling systems. La reaccion de marcaje de la sonda fue la
siguiente:

Sonda (Fragmento purificado DNA) 2L

Solucién de “random primers” 5L

-Incubacién a 95°C por 10 min.

-Incubacién en hielo por 5 min.

“Labelling Buffer” 10X 10 pL
Enzima Klenow 2L
dCT>*?P[10 pCi/pL] 5 uL
H>0O (ultrapura) cbp 50 yL 26 uL

La reaccion de marcaje se incub6 a 37°C por aproximadamente 3 h. La
sonda se desnaturaliz6 a 95°C por 5min, se incubd en hielo por 2 min y se
centrifugd brevemente y se vertié en el tubo de hibridacion.

La membrana fue sometida inicialmente a una prehibridacion por 4 h y
posteriormente a la hibridacion, adicionando la sonda marcada, por 12 h, ambas
realizadas en un horno de hibridacion a 65°C. Después de la hibridacion, se
efectuardn lavados a 65°C con las siguientes soluciones en el orden en que se
muestran:

1) SSC 2X/SDS 0.1% (2 veces por 15 min)
2) SSC 0.5X/SDS 0.1% (2 veces por 15 min)
3) SSC 0.1X/SDS 0.1% (2 veces por 15 min)

Finalmente, se efectu6 un lavado con con SSC 0.1X a temperatura
ambiente, se retir6 el exceso de esta solucion con papel absorbente y la
membrana se colocd se en un cassette para la exposicion de una placa
fotografica. Se incubo por 18 h a -70°C y se revelo la placa fotografica.

La placa fotografica se digitalizd para realizar el analisis densitdmetrico de
las bandas utilizando el analizador de imagenes ImagedJ. En este analisis se
comparo la intensidad de la banda obtenida en los tratamientos de —C, Glc y Ml
con respecto al TO y se normalizaron con respecto al control de carga, de tal

manera que se obtuvieron valores cuantitativos que son mas concisos.
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VIl.2 Analisis de lineas sobreexpresoras de los factores transcripcionales
MYB122 y AIB

VIl.2.1 Generacion de las construcciones pK2GW7::MYB122 y pK2GWT7::AlIB

Los genes MYB122 y AIB se obtuvieron por amplificacion por PCR a partir
de cDNA. ElI cDNA se gener6o a partir de muestras de RNA total de plantas
sometidas a tratamientos con glucosa, utilizando el kit “M-MLV Reverse
Transcriptase®, de acuerdo a las indicaciones del fabricante (como se describe en
la seccion VII.1.3).

El cDNA de ambos genes se amplificé por PCR utilizando oligonucledtidos
especificos para cada gen, los cuales introducen los sitios parciales de attB:
MYB122-atgB1Fw y MYB122-stpB2Rv (Tabla S1) fueron empleados para el gen
MYB122, mientras que para el gen AIB se usaron AlB-atgB1Fw y AIB-stpB2Rv
(Tabla S1). Posteriormente se efectué una segunda reaccion de PCR utilizando
los oligonucledtidos attB1 y attB2 (Tabla S1), para generar los sitios attB
completos. Los productos de PCR se purificaron con el kit “Wizard® SV Gel and
PCR Clean UP System” y con éstos se efectuaron las reacciones de
recombinacion BP con el vector pPDONR-Zeo. Una vez verificada la clonacion de
cada gen de interés, se realizé la reaccion de recombinaciéon LR, con el vector
destino correspondiente. Para la sobreexpresion de los genes se utilizé el vector
de expresion para plantas pK2GW?7 (ver mapa en apéndice), el cual coloca a la
secuencia de interés bajo la regulacion del promotor constitutivo del Virus del
Mosaico de la Coliflor, CAMV35S (p35S) y para la expresion heterdloga en
bacterias, se utilizo el vector pDEST17 (ver mapa en el apéndice), que permite la
fusion con el epitope de seis histidinas en el extremo amino terminal de las

proteinas.

VIl.2.2 Transformacién de E. coli

Se utilizaron células electrocompetentes de E. coli (DH5a) las cuales se
descongelaron en hielo, se agregaron 2 pyL de las reacciones de recombinacion
correspondientes y se sometieron al paso de corriente por medio de un

electroporador Bio-Rad Micro pulser™. Las células se recuperaron en 1 mL de
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medio LB, por 1 h a 37°C, en agitacion continua. Para la seleccion de las
transformantes, se sembraron en cajas con medio LB bajo en sales adicionado
con el antibiético zeocina (50 ug/mL), para las clonaciones en el pPDONR-Zeo: LB
adicionado con espectinomicina (100 pg/mL), para la seleccion de las clonas
portadoras del vector pK2GW?7 y para el vector pDEST17, ampicilina (100 pg/mL).
Se incubaron por ~18 h a 37°C .

VII.2.3 Purificacién de plasmido a pequena escala de E. coli (MINIPREP)

La purificacion de los plasmidos se realizé de un cultivo de 3 mL, de E. col,
de 18 h de incubacion en LB adicionado con el antibidtico correspondinete. Se
transfirieron 1.5 mL de este cultivo a un microtubo de 1.5 mL y se centrifugd por 1
min a 7,000 rpm. Se dejaron 50 yL del medio para resuspender el botdn celular y
se adicionaron 300 pL de solucion TENS y se mezclé cuidadosamente.
Posteriormente se agregaron 150 pyL de acetato de sodio (3 M, pH 5.2), se
homogenizo y se centrifugo por 10 min a 13,000 rpm. El sobrenadante se transfirid
a un microtubo de 1.5 mL nuevo y se agregaron 900 uL de etanol absoluto frio. La
mezcla se centrifugd por 10 min a 13,000 rpm, el botén formado se lavé con 1 mL
de etanol al 70% y se centrifugd por 5 min a 13,000 rpm. EI DNA se sec6 por
centrifugacion al vacio y se resuspendié en 50 pyL de agua ultrapura y se
adicionaron 3 pL de RNAsa (5 mg/mL).

VIl.2.4 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens

Se utilizaron células electrocompetentes de la cepa C58 de Agrobacterium
tumefaciens, las cuales se descongelaron en hielo y se adicionaron alrededor de 3
Mg de los plasmidos pK2GW7:MYB122 y pK2GW7:AIB. Las células se
electroporaron y se recuperaron en 1 mL de medio LB por incubacién por 3 h a
28°C, en agitacion continua (225-250 rpm). Después se sembraron en cajas con
medio LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL), rifampicina (100 pg/mL) vy

espectinomicina (100 ug/mL), y se incubaron a 28°C por 2 a 3 dias.
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VIl.2.5 Transformacién de Arabidopsis thaliana con A. tumefaciens

Se utilizaron plantas de Arabidopsis (Col-0), las cuales se crecieron en
sustrato Metromix-200, en condiciones de fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad, a
21°C. Al momento que las plantas presentaron la formacién de las primeras
silicuas en el escapo principal, se eliminé el meristemo apical para inducir la
formacion de nuevos meristemos florales laterales (de esta manera se obtuvieron
mas botones florales para transformar). La agroinfiltracién se llevé a cabo por el
método de inmersion floral. Para esto, se crecieron cultivos de A. tumefaciens
portadoras de cada una de las construcciones en medio LB con rifampicina,
ampicilina y espectinomicina, y se incubaron a 28°C, por 18 h. Los cultivos se
centrifugaron y el boton celular se resuspendié con medio de infiltracion, para
generar una agrosuspension. Las plantas se colocaron hacia abajo en un
recipiente donde se virtio la agrosuspension, de tal manera que los botones
florales se encontraran en contacto con la agrosuspension y se aplico vacio por
1min. Las plantas se rociaron con agua, utilizando un aspersor y se colocaron de
manera horizontal en una charola con un domo. Después de 24 h, las plantas se
enjuagaron con agua destilada y se colocaron de manera vertical, en condiciones
de fotoperiodo. Las semillas que se obtuvieron de dichas plantas transformadas

correspondieron ala T1.

VII.2.6 Seleccién y validacion de las plantas transgénicas

Para la seleccion de las plantas transgénicas las semillas T1 fueron
sembradas en medio GM 1X con kanamicina (50 pg/mL). Las plantas resistentes
mostraron enverdecimiento de los cotiledones las cuales después de 10 dias de
crecimiento, se transfirieron a sustrato Metromix-200 para que continuaran con su
desarrollo y generaran la siguiente generacién T2. Durante este periodo, cuando la
planta mostré la roseta ya desarrollada, se cortd una hoja de cada individuo, para
realizar la extraccion de DNA gendmico. Por medio de la técnica de PCR
utilizando el DNA genomico que previamente se extrajo y oligonucledtidos
especificos (uno oligonucledétido sobre el promotor 35S y otro sobre la secuencia
del gen), se confirmd la presencia del transgen. Para validar las lineas
transgénicas de la construccion pK2GW7:MYB122, se emplearon los
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oligonucledtidos 35SminFTOPO y MYB122-nstpRv (Tabla S1), mientras que para
pK2GWT7::AIB fueron 35SminFTOPO y AIB-1118Rv (Tabla S1).

VII.2.7 Obtencidn y validacion de las lineas homocigotas

Para generar lineas homocigotas con una sola insercibn de las
contrucciones, semillas de la T2 se sembraron en medio con kanamicina (50
pug/mL), considerando una proporcion fenotipica 3:1. Las poblaciones de plantas
T2 que mostraron 75% de plantas resistentes a kanamicina (50 pg/mL) se
seleccionaron para obtener la generacidon T3. La generacion T3 se evalud
nuevamente en presencia de kanamicina (50 pg/mL). Las poblaciones que
mostraron un 100% de plantas resistentes a kanamicina (50 pg/mL) permitieron
identificar a las lineas homocigotas; confirmé el estado homocigoto de las lineas
en T2.

A partir de las lineas seleccionadas que mostraron 100% de plantulas
resistentes a kanamicina (50 pg/mL) se extrajo RNA total, para analizar los
niveles de expresion de los transcritos de MYB122 o AIB por northern-blot e
identificar a las lineas sobreexpresoras. El procedimiento fue similar al que se
describe en la seccion VII.1.5, con excepcidén que se utilizé una sonda especifica
para cada gen. La sonda se obtuvo por medio de la técnica de PCR, utilizando
DNA gendmico y oligonucleotidos especificos para MYB122, MYB122-428Fw y
MYB122-nstpRv y para AIB, AIB-648Fw y AIB-1118Rv (Tabla S1).

Habiendo validado la sobreexpresiéon por northern-blot y el 100% de
resistencia al antibiético de seleccidn, se eligieron dos lineas independientes para
35S::AIBy 35S::MYB122 pertenecientes a la T3, para ser sometidas al tratamiento
con Glc y al analisis tipo northern-blot, para la evaluacién de la expresion de
STP1.

VII.3 Identificacion de los elementos en cis de reconocimiento de los factores
transcripcionales MYB122 y AIB
Se efectud la clonacion del cDNA de MYB122 y AIB en vectores de

expresion heterdloga en E. coli y se logrd purificar la proteina AIB. Utilizando las
proteinas purificadas se pretende realizar ensayos tipo EMSA (“Electrophoretic
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Mobility Shift Assay”) para determinar si existe interaccion entre la proteinas de

interés con una regién especifica de DNA.

VII.3.1 Transformacioén de la cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli

Se utilizaron células electrocompetentes de la cepa BL21(DE3)pLysS de E.
coli, las cuales se descongelaron en hielo y se adicion6 1 ug del plasmido
correspondiente a las construccion pDEST17:MYB122 o pDEST17::AIB. Las
células se electroporaron, se recuperaron en 1 mL de medio LB y se incubaron por
1 h a 37°C, en agitacion continua (225-250 rpm). Después se sembraron en cajas
con medio LB adicionado con ampicilina (100 ug/mL) y se incubaron a 37°C por 18
h.

Vil.3.2 Expresion de proteina recombinante en células competentes
BL21(DE3)pLysS
Se inocularon 5 mL de LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL) y

cloranfenicol (50 pg/mL), con células BL21(DE3)pLysS transformadas, y se
incubaron a 37°C por 18 h. Después, se tomaron 2 mL de dicho cultivo para
inocular 1 L de LB (sin antibidticos) y se incubé a 30°C hasta que alcanzé una
densidad optica (ODggonm) de 0.6—0.8. Habiendo alcanzado la OD éptima, se tomo
una muestra de 10 mL del cultivo, que correspondio al control previo a la induccion
(sin IPTG). La muestra se centrifugd a 7000 rpm por 10 min a 4°C, y el botén de
bacterias que se obtuvo se guardo a -20°C. Por otra parte, al cultivo restante se
adiciono IPTG (a una concentracion final de 1 mM), se incubd por 6 h a 30°C en
agitacion continua (220-250 rpm). Concluido este periodo, se colecto el cultivo y se
centrifugd a 7000 rpm por 20 min a 4°C. Para la purificacion se llevé a cabo la lisis
celular para liberar la proteina recombinante. El pellet obtenido (las muestras: sin
IPTG y con IPTG), se resuspendio en Buffer de lisis (a partir de un cultivo de 200
mL se agrega 10 mL de Buffer de lisis) adicionado con 1 mg/mL de lisozima y 1
pML/mL de inhibidor de proteasa. Una vez resuspendido el pellet se coloc6 a -70°C
por 1 h, esta temperatura se recomienda para que la lisozima sea mas eficiente.
Concluida la hora, el pellet se descongelé a temperatura ambiente y se centrifugo
a 10,000 rpm por 30 min a 4°C. La fraccién de proteina soluble se coloc6 en un
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nuevo tubo y la fraccion de proteina insoluble se volvio a resuspender en un
menor volumen de Buffer de lisis. Posteriormente, ambas fracciones de proteina
(20 ug totales) fueron analizadas por SDS-PAGE al 10%, el cual se tiid con Azul
de Coomassie.

VII.3.3 Analisis de la proteina recombinante por western-blot

La expresion de la proteina recombinante se validé por medio de un analisis
tipo western-blot empleando un anticuerpo contra el epitopo de histidinas que
contiene la proteina recombinante. Se analizaron las fracciones de las proteinas
(20 pg totales) por SDS-PAGE al 10% y después fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa empleando Buffer de transferencia, a una corriente
constante de 350 mA. Para verificar la transferencia de las proteinas la membrana
se tind con el reactivo de Ponceau, se lavd con agua destilada y se
fotodocumentd. La membrana se bloqued con una solucién de leche descremada
al 5% disuelta en PBS 1X con triton al 0.5% y se incubd por 18 h a 4°C.
Posteriormente, se desechd la solucién de bloqueo y la membrana se lavo tres
veces con PBS 1X + Tritoén al 0.5% (por 10 min cada vez), en agitacion moderada.
Se agrego el anticuerpo primario (aHis 1:6000 en PBS 1X con tritén al 0.5%) y se
incubo por 1 h en agitacion moderada. Enseguida se realizaron tres lavados con la
solucion PBS 1X + Triton al 0.5% en agitacion moderada. Se agregd la solucion
con el anticuerpo secundario (HRP 1:3000 en PBS 1X con triton al 0.5%) y se dejo
por 1 h en agitacidén. Se prosiguié con tres lavados por 10 min con la solucién de
PBS 1X + Tritén al 0.5%, en agitacion. Para revelar la proteia recombinante se
empled la reaccién de quimioluminiscencia, utilizando el kit SuperSignal® West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (ThermoFisher).

VIil.3.4 Purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de
afinidad

Para la purificacidn de las proteinas recombinantes se utilizé resina de Ni-
NTA Agarose (Qiagen). Se transfirio 1 mL de la solucion homogénea de la resina a
un tubo conico de 14 mL (1 mL resina/10 mL de extracto de proteina soluble). La
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resina se dejo precipitar para remover el sobrenadante, e inmediatamente la
resina se resuspendio en 2.5 mL de Buffer de lisis (NaH2PO4 50 mM + NaCl 300
mM + Imidazol 10 mM, a pH 8). Una vez que la resina volvié a precipitarse, se
retiraron 2 mL del sobrenadante. A la resina se le adicionaron 10 mL de la muestra
de la fraccion de proteina soluble y se dejé incubando en un “roller” por 18 h a
4°C.

Concluido el tiempo de incubacion, la mezcla resina-proteina se coloco en
una columna de polipropileno de 5 mL (Qiagen). Una vez que la resina precipitd,
se removio la tapa y se colecto la fraccion de proteina no retenida por la resina. A
la resina retenida en la columna de polipropileno se le agregaron 5 mL de Buffer
de lavado (NaH;PO, 50 mM + NaCl 300 mM + Imidazol 20 mM, a pH 8).
Finalmente, la proteina recombinante se eluyd cinco veces utilizando 500 uL de
Buffer de elucion (NaH,PO, 50mM + NaCl 300 mM + Imidazol 500 mM, a pH 8)
cada vez, y cada una de estas fracciones se colectd por separado en microtubos
de 1.5 mL. Concluida la purificacion por cromatografia de afinidad, se realizé el
analisis de las fracciones obtenidas durante la marcha de la purificacion por SDS-
PAGE al 10% y por western-blot, para verificar la fraccidbn enriquecida con la
proteina de interés.
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VIII. RESULTADOS

VIIl. 1 Genotipificaciéon de las lineas mutantes de AIBy MYB122

Para elucidar la participacion biolégica de los factores transcripcionales AlB
y MYB122 en la represion del gen STP1 en respuesta a glucosa, se analizaron las
lineas mutantes de A. thaliana CS874647 y Salk_137512 que portan una insercion
de T-DNA en los genes AIB (AT2G46510) y MYB122 (AT1G74080),
respectivamente, que fueron adquiridas del banco “Salk Institute Genomic Analysis
Laboratory” (www.arabidopsis.org). Es importante resaltar que una mutante por
insercion de T-DNA en estado homocigoto hace referencia a que las dos copias de
la secuencia nucleotidica de un determinado gen se encuentran interrumpidas por
el T-DNA, y por ende, la formacion de un producto proteinico se ve afectada.

Para verificar que las mutantes obtenidas presentaran la insercién de T-
DNA en los genes AIBy MYB122, se llevé a cabo la genotipificacion de las lineas
mutantes por la técnica de PCR, utilizando DNA gendmico proveniente de
individuos (plantas independientes) de cada linea mutante y oligonucledtidos
especificos (Tabla S1), para cada caso. Posteriormente, para determinar la
ausencia de transcrito en las mutantes aib y myb122, se realizé un analisis por
RT-PCR y finalmente, se evaluo la expresion de STP1 en presencia de glucosa en
estos fondos mutantes.

VIIl. 1. 1 Genotipificaciéon de aib

De acuerdo a la informacién obtenida del banco de TAIR, la linea
CS874647 presenta la insercion del T-DNA cerca del inicio de la traduccion, como
se muestra en la figura 13A. Para corroborar la insercion del T-DNA se emplearon
los oligonucleodtidos LB2-SAIL, que se posiciona en el borde izquierdo del T-DNA
(flecha azul; Figura 13A) y AIB-1118Rv sobre AIB (flecha amarilla; Figura 13A).
Este par de oligonucleétidos permitieron la amplificacion de un producto de 1070
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pb, en las plantas que contienen la insercion. Por otra parte, para corroborar la
homocigosis de la linea, se requirid confirmar la ausencia de amplificacién del
locus de interés, debido a la interrupcion de éste con el T-DNA. Para esto, se
utilizaron los oligonucleotidos AlB-atgB1Fw (flecha roja; Figura 13A) y AIB-1118Rv
(flecha amarilla; Figura 13A), que se posicionan sobre el locus de interés y que
bordean los extremos 5 y 3 del T-DNA respectivamente, permitiendo la
amplificacion de un producto de 1118 pb que correspondio al gen silvestre, en las
plantas que carecen de la insercibn o bien, que se encontraron en estado
heterocigoto.

La genotipificacion de nueve individuos correspondientes a la linea
CS874647, permitid evidenciar que siete individuos que presentaron amplificacion
positiva de un producto del tamafo esperado de 1070 pb, portan la insercion del
T-DNA en el locus correspondiente (Figura 13B). Asimismo, se evidencié que de
estos siete, seis exhibieron ausencia de amplificacidén del gen silvestre AIB (Figura
13B), por lo tanto, estos resultados permitieron determinar que dentro de los

nueve individuos analizados, seis son homocigotos para la mutacion de AIB.
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Figura 13. Genotipificacion de la linea CS874647. A. Esquema del locus
correspondiente a AIB, ATG2G46510, donde se muestra el posicionamiento de los
oligonucledtidos utilizados para la genotipificacion y la insercion del T-DNA. La secuencia
de AIB no presenta intrones, esta constituido por un solo exén (caja azul). Las flechas en
color indican el posicionamiento de los oligonucleétidos especificos, de acuerdo al codigo
presentado (en la parte derecha), y el triangulo invertido indica la localizacion de la
insercion del T-DNA, de acuerdo al banco de Salk. B. Productos de la amplificacion por
PCR del inserto de T-DNA (AT-DNA) y del gen silvestre AIB. Los carriles corresponden a
los individuos analizados de la parental CS874647. Col-0, DNA gendmico silvestre; C-,
control negativo (mezcla de PCR sin templado). MPM, marcador de peso molecular. Las
productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1% y se tiferon con bromuro de
etidio.

A partir del individuo CS874647 #3-5, homocigoto para la insercion de T-
DNA, se obtuvo la siguiente generacion. La progenie derivada de esta planta fue
sembrada en medio GM 1X y después de 10 dias, siete plantulas fueron
transferidas a macetas con sustrato para completar su desarrollo y obtener la
siguiente generacion. Los siete individuos fueron sometidos al mismo analisis
anterior de genotipificacion, para corroborar la homocigosis de la mutacion de AIB
(durante su desarrollo se colectd una hoja de la roseta para extraer DNA
genomico). Se evidencid que los siete individuos analizados mostraron

amplificacion positiva para la presencia del T-DNA y ausencia de amplificacion del
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gen silvestre AIB (Figura 14A). Estos resultados permitieron validar que debido a
que la nueva generacion obtenida es homocigota, la linea parental inicial
(CS874647 #3-5) es a su vez homocigota para la mutacién por insercién de T-
DNA en AIB.

Con la finalidad de determinar el efecto de la insercion del T-DNA en la
expresion de AIB en las linea mutante seleccionada, se realizé un analisis por RT-
PCR. A partir de una hoja de la roseta del individuo CS874647 #3-5-3 se extrajo
RNA total (ver materiales y métodos) y se generé6 cDNA. Por medio de PCR,
utilizando como templado el cDNA obtenido y los oligonucleotidos AlB-atgB1Fw y
AIB-1118Rv (Figura 13A), se realizo la amplificacion de la secuencia del transcrito
de AIB. Al corroborar el producto de la amplificacidén, se observé que el individuo
analizado no mostré6 amplificacion de AIB (Figura 14B), esto indica que la
presencia de la insercion del T-DNA interrumpe la secuencia del gen, evitando la
generacion del transcrito de A/B. Por lo tanto, se concluyé que el individuo
CS874647 #3-5-3 es una mutante nula de AIB (de ahora en adelante sera referida

como la mutante aib).
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Figura 14. Andlisis de expresion en la mutante homocigota en AIB. A.
Genotipificacion de la linea CS874647 #3-5. Productos de amplificacion por PCR de la
insercion de T-DNA (AT-DNA) y del gen silvestre AIB. Los carriles corresponden al DNA
gendmico de individuos provenientes del parental CS874647 #3-5. Col-0, DNA gendmico
silvestre; C-, control negativo, MPM, marcador de peso molecular. B. Andlisis de
expresion de AIB por RT-PCR. El RNA total se aislé6 de una hoja de la roseta de una
planta tipo silvestre (Col-0) y del individuo CS874647 #3-5-3, se gener6 el cDNA y se
realizd una amplificacion por PCR, utilizando como templado el cDNA y los
oligonucledtidos AlB-atgB1Fw y AIB-1118Rv. Como control positivo de la reaccion de
PCR se utiliz6 DNA gendmico de plantas tipo silvestre (gCol-0), y como control negativo la
mezcla sin templado (C-). Se empled el gen de UBIQUITINA 1 como control de la sintesis
de cDNA, UBQ1. El tamafio del producto de UBQ1 a partir de DNA gendémico de plantas
tipo silvestre es de 400 pb aproximadamente, mientras que el producto proveniente del
cDNA es de menor tamafo (190 pb). La productos de PCR se corrieron en geles de
agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio.

VIIl. 1. 2 Genotipificacion de myb122

La evaluacion de la linea mutante Salk_137512 correspondiente al gen
MYB122, se realiz6 de manera similar al de la mutante de AIB. La insercion del T-
DNA de la linea Salk_137512 se localiza en el extremo 3, como se observa en la
figura 15A. Para confirmar la insercion del T-DNA se emplearon los
oligonucledtidos MYB122-428Fw y SALK-LBa1 (flecha rosa y verde,
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respectivamente; Figura 15A), que generaron un producto de 750 pb mediante
PCR, en las plantas que portan la insercion. Por otra parte, para la verificacion del
estado homocigoto de la mutacion, se utilizaron los oligonucle6tidos MYB122-
428Fw y MYB122-nstpRv (flecha rosa y morada, respectivamente; Figura 15A),
que permitieron la amplificacién de un fragmento de 570 pb. En un analisis a siete
individuos se evidencio que dos de ellos mostraron amplificacién positiva para la
insercion del T-DNA, ya que se observo una banda con el tamafio esperado (750
pb, Figura 15B). Cabe mencionar que estos mismos individuos mostraron
ausencia de amplificacién del gen silvestre MYB122, mientras que el resto de los
individuos analizados presentaron amplificacién de un producto de 570 pb, que
corresponde al esperado para el gen silvestre (Figura 15B). A razén de estos
resultados, se determind que dentro de los siete individuos analizados, dos son
homocigotos para la mutacion en MYB122 (Figura 15B).
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Figura 15. Genotipificacion de la linea Salk_137512. A. Posicionamiento de los
oligonucledtidos y de la insercion del T-DNA sobre el locus AT1G74080 (MYB122). Las
cajas y lineas en azul indican los exones e intrones, respectivamente. Las flechas en color
indican el posicionamiento de los oligonucleétidos utilizados (indicados a la derecha). El
triangulo invertido indica la localizacion de la insercion del T-DNA. B. Productos de
amplificacién por PCR del inserto de T-DNA (AT-DNA) y del gen silvestre MYB122. Se
indican los carriles correspondientes a la amplificacion con el DNA gendémico de los
individuos analizados. Col-0, DNA gendmico silvestre; C-, control negativo; MPM,
marcador de peso molecular. Las productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al
1% y se tifieron con bromuro de etidio.

Semillas provenientes del individuo Salk_137512 #2 fueron sembradas en
medio GM 1X y después de 10 dias, algunas plantulas fueron transferidas a
sustrato para que concluyeran su ciclo de vida y obtener la siguiente progenie.
Esta nueva generacion obtenida fue analizada para verificar el estado homocigoto
de la mutacion. El resultado de la genotipificacion de diez individuos confirmaron
que efectivamente se tratd6 de una generacion homocigota, ya que todos ellos
mostraron amplificacion positiva del inserto de T-DNA y ausencia del producto del
gen silvestre MYB122 (Figura 16A).

A partir de una hoja de la roseta del individuo Salk_137512 #2-6 se extrajo
RNA total, y se sintetizo cDNA. Utilizando el cDNA como templado y los
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oligonucledtidos MYB122-428Fw y MYB122-nstpRv, se realizé una amplificacion
por PCR para verificar la presencia del transcrito del gen MYB122. El resultado
obtenido revel6 que el individuo Salk_137512 #2-6 es una mutante nula (en
adelante referida como myb122), ya que no mostré amplificacion de la region
codificante de MYB122 (Figura 16B).
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Figura 16. Analisis de la mutante homocigota myb122. A. Genotipificacién de la linea
Salk_137512 #2. Se muestran los productos de amplificacion por PCR de la insercién de
T-DNA (AT-DNA) y del gen silvestre MYB122. Los carriles corresponden al DNA
gendmico de individuos provenientes del parental Salk_137512 #2. Col-0, DNA gendémico
silvestre; C-, control negativo (mezcla sin templado); MPM, marcador de peso molecular.
B. Analisis de expresion de MYB122 por RT-PCR. El RNA total se aislé de una hoja de la
roseta de una planta tipo silvestre (Col-0) y del individuo Salk_137512 #2-6, se genero
cDNA y se realiz6 la amplificacion por PCR utilizando como templado el cDNA obtenido y
los oligonucledtidos MYB122-428Fw y MYB122-nstpRv. gCol-0, DNA gendmico silvestre;
C-, control negativo; MPM, marcador de peso molecular. Se empledé el gen de
UBIQUITINA 1 (UBQT1), como control de la sintesis de cDNA. Las productos de PCR se
corrieron en geles de agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio.
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VIIl.2 Analisis de expresion del transcrito de STP1 en respuesta a azucares
en las mutantes aiby myb122
Habiendo corroborado el estado homocigoto y la ausencia del transcrito en

las mutantes aib y myb122, se prosiguié a evaluar el efecto de la ausencia de los
FTs AIB y MYB122 en la represion de STP1, en respuesta a glucosa. Cabe
sefalar que ambas mutantes no mostraron un fenotipo visible alterado en
condiciones de crecimiento control (MS 1X + 2% sacarosa) en comparacion con el
fenotipo silvestre. Las plantas mutantes fueron crecidas en medio liquido (MS
0.1X) con sacarosa por 10 dias, con una fase de ayuno de fuente carbonada por 2
dias y tratadas por 6 h con medio sin fuente de carbono o con 150 mM de glucosa
(Glc) o 150 mM de manitol (Mtl) (Tampoco se observo un fenotipo visible alterado
en presencia de los azucares utilizados, respecto a la silvestre) (ver materiales y
meétodos). Las plantas se colectaron y el analisis de expresion de STP1 se efectud
por northern-blot.

El resultado del northern-blot mostré que los niveles del transcrito del gen
STP1 en la planta silvestre (utilizada como un control) se redujeron en presencia
de Glc, con respecto al tiempo inicial (TO). Por otra parte, en la condicion de
ausencia de carbono (-C) o en presencia de manitol (Mtl), el nivel del transcrito de
STP1 aumentdé en comparaciéon con el TO. Considerando que la muestra TO
correspondio al nivel basal de STP1 antes de los tratamientos correspondientes,
esto permitié establecer que los niveles de STP1 se reprimen por la presencia de
Glc. En contraste, en el caso de las mutantes aib y myb122, se observd que la
represion por Glc se pierde en ambas mutantes, aunque en niveles variables entre
cada ensayo (Suplementaria S1), ya que se presentd acumulaciéon del transcrito
de STP1 en comparaciéon con la planta silvestre bajo la misma condicion (Figura
17). Cabe senalar que la acumulacion del transcrito no llegd al nivel que se
presento en las condiciones de —C o Mtl, tanto en la planta silvestre como en las
mutantes. Esto sugiere que seria necesaria la presencia de un activador para
alcanzar los niveles presentes en ausencia de Glc. También se observd que el
patrén de expresion de STP1 en las condiciones de —C y Mtl de las mutantes aib y
myb122 es similar a la silvestre (Figura 17), esto indica que el tratamiento se
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efectud correctamente y que el comportamiento del transcrito de STP1 observado

se debe a la presencia de la Glc.
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Figura 17. Analisis del transcrito de STP1 en respuesta a glucosa (Gic), en las
mutantes aib y myb122. Se muestra el resultado representativo del analisis por northern-
blot de tres experimentos independientes. El RNA total fue extraido de plantulas crecidas
en medio liquido (MS 0.1X) con sacarosa por 10 dias, sometidas a 2 dias de ayuno de
fuente de carbono y tratadas por 6 hrs sin fuente de carbono (-C) o con 150 mM de
glucosa (Glc) o de manitol (Mtl). TO, muestra correspondiente al control inicial, previo a los
tratamientos. Cada carril contiene 10 ug de RNA total que se hibridé con una sonda
radioactiva especifica para STP1. Se muestra el rRNA como control de carga. Col-0, RNA
proveniente de plantas tipo silvestre. Los valores indicados debajo de los carriles
corresponden a la cuantificaciéon densitométrica con respecto al TO y normalizados con
respecto al control de carga.

A pesar que las mutantes mostraran variaciones en el nivel del transcrito de
STP1 en presencia de Glc en cada ensayo independiente, en todas las réplicas
biolégicas se observé una pérdida de represion. Estos resultados permitieron
determinar que los factores de transcripcion AIB y MYB122 estan involucrados en

la represién de STP1 en respuesta a Glc.
VIIl. 3 Obtencion de plantas transgénicas sobreexpresoras de AIBy MYB122

Con la finalidad de confirmar la participacion de AIB y MYB122 como

represores de STP1 en respuesta a Glc, se efectud el analisis de expresion en
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plantas sobreexpresoras de estos factores transcripcionales, en las cuales se
espera obtener una represidon exacerbada.

Inicialmente se amplificd la regidén codificante de AIBy MYB122 por PCR a
partir de cDNA. Cabe sefnalar que los oligonucleotidos especificos utilizados se
disefiaron para generar sitios attB en los extremos 5" y 3" del gen, necesarios para
la clonacidn por el sistema Gateway. Una vez amplificados los fragmentos de DNA
de 1700 y 1000 pb, que corresponden AIB y MYB122 respectivamente, se
purificaron y se clonaron en el vector de entrada pDONR-Zeo y posteriormente se
subclonaron en el vector binario de expresion para plantas pK2GW?7.

El vector pK2GW?7 contiene un sitio/segmento/fragmento/region de T-DNA,
el cual esta constituido por el gen de seleccion nptll, que confiere resistencia al
antibiotico kanamicina para la seleccion de las plantas transgénicas; el promotor y
terminador 35S, para la expresion constitutiva del gen de interés, entre los cuales
se introdujo la region codificante de AIB o MYB122 y los bordes derecho (RB) e
izquierdo (LB), que permiten el reconocimiento y transferencia del T-DNA al
genoma vegetal. Los plasmidos portadores de AIB y MYB122 fueron
posteriormente transferidos a A. tumefaciens (C58). Utilizando estas cepas de A.
tumefaciens se procedio a transformar plantas de Arabidopsis (Col-0), con cada
una de las construciones por el método de inmersion floral (descrito en métodos).

Las semillas T1 provenientes de las plantas transformadas se colectaron y
se seleccionaron en medio GM 1X adicionado con kanamicina (50 pg/mL). Las
plantas transgénicas resistentes a kanamicina, mostraron un fenotipo de
cotiledones verdes (Figura 18), y fueron transferidas a macetas con sustrato para
completar su desarrollo y obtener semillas de la generacion T2. Las lineas
transformadas con la construccines en pK2GW?7 para sobreexpresar AIB y
MYB122 fueron nombradas como 35S::AIBy 35S::MYB122, respectivamente.
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35S::AlIB

Figura 18. Seleccion de las plantas transgénicas 35S::AIB y 35S::MYB122. Seleccion
de las plantas transgénicas (T1), con la construccion pK2GW?7::AIB (35S::AIB) o
pK2GW7::MYB122 (35S::MYB122), en medio GM 1X adicionado con kanamicina (50
pg/mL). Las plantas resistentes mostraron un fenotipo de cotiledones verdes (flecha),
mientras que las plantas no resistentes presentaron cotiledones verde palido.

Utilizando una muestra de hoja de las planta seleccionadas de la T1 se
confirmé la presencia del inserto del T-DNA, a través de PCR, utilizando
oligonucledtidos especificos sobre la secuencia del gen AIB (AlIB-1118Rv) o
MYB122 (MYB122-nstpRv), en combinacion con el oligonucledtido
35SminTOPOFw, que se posiciond sobre el promotor 35S. Se seleccionaron 11
plantas para la construccion con AIB, de las cuales 10 mostraron amplificacion de
un producto de 1300 pb, que correspondi6 a la fusion del promotor 35S con la
region codificante de AIB (Figura 19A). Para las plantas transformadas con la
construccion 35S::MYB122, 9 de 10 plantas seleccionadas exhibieron
amplificacion de un producto de PCR de 1100 pb, que correspondié a la fusion del
promotor 35S con la region codificante de MYB122 (Figura 19B).
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Figura 19. Confirmacion de la presencia de los transgenes AIB 'y MYB122 en las
plantas seleccionadas. Se muestra la amplificacion de los productos de PCR
correspondientes a la fusion del promotor 35S con el gen respectivo AIB, en A o MYB122
en B, en plantas T1 resistentes a kanamicina. Col-0, DNA gendémico de plantas tipo
silvestre; C-, control negativo; MPM, marcador de peso molecular. Las productos de PCR
se corrieron en geles de agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio.

Con la finalidad de generar lineas homocigotas con una sola insercion de
las construcciones, semillas de la T2 fueron evaluadas para la segregacion de la
resistencia al agente selectivo (kanamicina), considerando que una proporcion
fenotipica 3:1 corresponde a una herencia mendeliana monogénica, donde el
transgen se comporta como un alelo dominante. De esta manera, las poblaciones
de plantas T2 que mostraron 75% de plantas resistentes a kanamicina se
seleccionaron para obtener la generacién T3, tratandose de lineas transgénicas
portadoras de una sola insercion de los transgenes de interés.

Para confirmar el estado homocigoto de la insercion en las lineas
transgénicas, la generacion T3 se evalu6 nuevamente en presencia de
kanamicina. Las poblaciones que mostraron un 100% de plantas resistentes a
kanamicina permitieron identificar a las lineas homocigotas; esto confirmoé el

estado homocigoto de las lineas en T2. Para los analisis posteriores se utilizaron
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semillas pertenecientes a la T3 siendo dos lineas independientes tanto para
35S::AIBy para 35S::MYB122.

Para determinar la sobreexpresion de los genes correspondientes, se
analizaron los niveles de expresion de AIB 'y MYB122 por northern-blot en las
lineas homocigotas seleccionadas. El resultado de este analisis mostré que
plantas pertenecientes a las dos lineas 35S::AIB (6 y 8), presentaron un nivel del
transcrito de A/IB mayor en comparacion con la silvestre (Col-0) (Figura 20A).
Debido a que las lineas independientes 35S::AIB 6-2 y 35S::AIB 8-9 presentaron
los niveles mas elevados de sobreexpresion del factor de transcripcion AIB en
comparacion con el resto de las lineas, fueron seleccionadas para llevar a cabo el

analisis de expresién de STP1 en tratamientos con Glc.
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Figura 20. Evaluacién de la sobreexpresion de AIB y MYB122 en las lineas
transgénicas. Se muestra el analisis por northern-blot de las lineas transgénicas
35S::AIB, en Ay 35S:: MYB122, en B. Se cargaron 10 ug de RNA total. Se muestran el
rRNA como control de carga. Col-0, RNA proveniente de plantas tipo silvestre. Los valores
debajo de los carriles corresponden a la cuantificacién densitométrica de la sefal con
respecto al Col-0 y normalizados con respecto al control de carga.

De la misma manera, para evaluar la posible sobreexpresion MYB122, se
analizaron las dos lineas independientes 35S::MYB122 4-2 y 10-4 por northern-
blot. A partir de este analisis se observd que la linea 35S::MYB122 4-2 presentd
sobreexpresion de MYB122, en comparacion con la planta silvestre (Figura 20B).
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Por lo que respecta a la linea 35S:MYB122 10-4, ésta mostré un nivel de
transcrito similar a la planta silvestre (Figura 20B). A pesar de que esta ultima
linea presentd niveles similares a la silvestre se utilizé para realizar los
tratamientos con Glc, considerando que la regulacion bajo el promotor 35S permite
una expresion constitutiva, esto podria permitir que la expresion de MYB122 en
cualquier momento del desarrollo y tejido de la planta, evitando el efecto de una
regulacion temporal y tejido-especifica a la que seguramente esta sujeto el gen
endogeno.

VIil.4 Analisis de expresion del transcrito de STP1 en respuesta a azucares
en las lineas 35S::AIBy 35S::MYB122
Las lineas sobreexpresoras seleccionadas tanto para AIB y MYB122 no

presentaron un fenotipo visible alterado debido a la sobreexpresién de dichos
factores de transcripcion al ser sembradas en un medio control y en la presencia
de loa azucares Glc o Mtl, en comparacion a la planta silvestre bajo las mismas
condiciones.

Se evalud la expresion del transcrito de STP1 en las lineas trasnsgénicas
35S::AIB 6-2 y 8-9, asi como en las lineas 35S::MYB122 4-2 y 10-4, en respuesta
a Glc, por medio de un ensayo tipo northern-blot. Este analisis permitiria
evidenciar si la sobreexpresién de estos factores de transcripcion exacerban la
represion de STP1 en presencia de Glc. Se ha reportado que a partir de un
tratamiento con 5 mM de azucares por 30 min, se observa una represidon menor
que la presentada en mayores concentraciones de Glc (Cordoba et al., 2015). Por
lo tanto, debido a que se requerian condiciones en las que la represion fuera
menor para evaluar si la sobreexpresion exacerbaba esta respuesta, se emplearon
dichas condiciones. De esta manera, las plantas fueron crecidas en medio liquido
(MS 0.1X) con sacarosa por 10 dias, con una fase de ayuno de fuente carbonada
por 2 dias y tratadas por 30 min con medio sin fuente de carbono o con 5 mM de
Glc, las plantas se colectaron y se aislé el RNA total.

A partir del analisis por northern-blot se evidencié que las lineas 35S::AlB 6-
2 y 8-9 presentaron un nivel del transcrito de STP17 similar a la silvestre, en
presencia de Glc (Figura 21 y Suplementaria S2). Con respecto a los niveles
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iniciales (TO) del transcrito de STP1, se obtuvo una ligera reduccion en las lineas
35S::AIB 8-9, con respecto al observado en la planta silvestre (valores
densitométricos, Figura 21); sin embargo, esta diferencia resultd6 minima en un
solo ensayo (0.9 vs 0.7). Estos resultados muestran que la sobreexpresion de AIB
no tuvo un efecto sobre la regulacién del transcrito de STP71 ya que no se
presentaron cambios drasticos/significativos en el nivel del transcrito en presencia
de Glc.

Col-0 358::AIB 6-2 35S8::A/IB 8-9
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Figura 21. Analisis del expresion de STP1 en respuesta a glucosa (Glc), en lineas
sobreexpresoras de AIB. Se muestra el resultado representativo de tres ensayos
independientes. EI RNA total fue extraido de plantulas crecidas en medio liquido (MS
0.1X) con sacarosa por 10 dias, sometidas a 2 dias de ayuno de fuente de carbono y
tratadas por 30 min sin fuente de carbono (-C) o con 5 mM de glucosa (Glc). TO, muestras
previas al tratamiento con Glc. Cada carril contiene 10 ug de RNA total que se hibridé con
una sonda radioactiva especifica para STP1. Se muestra el rRNA como control de carga.
Col-0, RNA proveniente de plantas tipo silvestre. Los valores indicados debajo de los
carriles corresponden a la cuantificacién densitométrica de la sefial con respecto al TO;
valores normalizados con respecto al control de carga.

Por otra parte, el resultado del northern-blot que corresponde a las lineas
sobreexpresoras de MYB122, revelo la presencia de una mayor disminucién en los
niveles de transcrito de STP1 en ambas lineas (4-2 y 10-4) en el tratamiento con
Glc, con respecto a la planta silvestre. Estos resultados fueron validados con tres

ensayos biolégicos independientes que mostraron el mismo comportamiento del
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transcrito de STP1 en presencia de Glc (Figura 22 y Suplementaria S3). Por lo
tanto, la sobreexpresiéon de MYB122 generd una represion ligeramente mayor en
la condicién de Glc del gen STP1, esto permitié corroborar la funcion represora de
MYB122 en respuesta a Glc.

Col-0 358::MYB1224-2 35S::MYB12210-4
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Figura 22. Andlisis del transcrito de STP1 en respuesta a glucosa (Glc), en las lineas
358::MYB122. Se muestra el resultado representativo de tres experimentos biolégicos
independientes. EI RNA total fue extraido de plantulas crecidas en medio liquido (MS
0.1X) con sacarosa por 10 dias, sometidas a 2 dias de ayuno de fuente de carbono y
tratadas por 30 min sin fuente de carbono (-C) o con 5 mM de glucosa (Glc). TO,
muestras previas al tratamiento con Glc. Cada carril contiene 10 ug de RNA total, que fue
hibridado con una sonda radioactiva especifica para STP1. rRNA, control de carga. Col-0,
RNA proveniente de plantas tipo silvestre. Los valores indicados debajo de los carriles
corresponden a la cuantificacion densitométrica de la sefal con respecto al TO; valores
normalizados con respecto al control de carga.

VIIl. 5 Expresién y purificacion de las proteinas recombinantes AIB y MYB122

Debido a que en la regién del promotor de STP1 (310 pb), se ubica(n)
el(los) elemento(s) en cis que confieren la regulacion por Glc, se plante6 como
objetivo determinar la unién de los factores transcripcionales AIB y MYB122 a esta
region. Para esto se considerd utilizar un ensayo tipo EMSA (“Electrophoretic
Mobility Shift Assay”). Este ensayo requiere de la purificacion de las proteinas o
bien, de una fraccion proteinica enriquecida con la proteina de interés. En seguida
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se presenta el avance en el cumplimiento de este objetivo, que comprende la
expresion heterdloga y purificacién de la proteina AIB.

La regién codificante de los genes AIB o MYB122 clonadas previamente en
el vector de entrada pDONR-Zeo, fueron transferidas al vector de expresion
bacterial pPDEST17, el cual permite expresar proteinas en el sistema heterélogo en
E. coli. El vector pDEST17 permite la expresion de la proteina de interés bajo la
regulacion del promotor del fago T7 y el sitio de union a ribosomas (RBS),
generando la fusion de la proteina de interés con una etiqueta de histidinas (6xHis)
en el extremo N-terminal. Esta ultima requerida para la purificacion de la proteina
por afinidad a una resina de niquel.

Bacterias electrocompetentes BL21(DE3)pLysS fueron transformadas con
las construcciones pDEST17::AIB o pDEST17:MYB122, y cultivadas hasta
alcanzar una ODgponm de 0.6 — 0.8 al momento de inducir la expresion de la(s)
proteina(s) con 1mM de IPTG, la induccién se incubd por 6 hrs a 30°C.

VIIl. 5.1 Purificacién de la proteina AIB bajo condiciones nativas

Se analizaron por SDS-PAGE las fracciones de proteina soluble e insoluble,
que fueron obtenidas a partir de un lisado bacteriano sin (previo a la induccién se
tomd la muestra) y con IPTG. Se observo que la expresidon de la proteina AIB se
indujo con IPTG; sin embargo, la proteina fue mas abundante en la fraccidon
insoluble (debido posiblemente a la formacién de cuerpos de inclusion),
evidenciada como una banda abundante que corresponde al peso esperado de 64
kDa (flecha blanca, Suplementaria S4.A). La presencia de la proteina en la
fraccion soluble se ratific6 por un analisis tipo western-blot (flecha blanca,
Suplementaria S4.C), utilizando el anticuerpo anti-His, por lo tanto, a pesar de su
baja concentracion, la proteina se purifico a partir de esta fraccion. En la fraccion
soluble también se revelaron bandas con un menor peso molecular, éstas podrian
corresponder a una union inespecifica del anticuerpo o bien, tratarse de la
degradacion de la proteina AIB. Aunado a esto, se confirmé que en las fracciones
correspondientes sin IPTG no hay expresién basal de AlB, ya que no se observo
ninguna banda del peso esperado (Suplementaria S4.C).
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Las fracciones proteicas obtenidas a partir de la secuencia de purificacion
por columna de niquel, se analizaron por SDS-PAGE. El analisis mostré que la
proteina AIB que presenta un peso de aproximadamente 64 kDa, fue mas
abundante en las primeras tres eluciones (flechas blancas, carril E1 al E3, Figura
23), respecto a las fracciones anteriores y las eluciones posteriores, donde no se
logr6 observar la banda del tamafio esperado. También, se observo que
particularmente en E2 la abundancia de la proteina AIB fue mucho mayor respecto
a E1y E3 (Figura 23).

kbDa MPM FS NR L E1 E2 E3 E4 E5 A
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Figura 23. Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la
purificaciéon de la proteina recombinante AIB. Las fracciones obtenidas en el proceso
de purificacién se evaluaron por SDS-PAGE al 10%. Las flechas senalan la proteina
recombinante AIB. FS, fraccion de proteinas solubles; NR, fraccion de proteinas no
retenidas; L, Lavado; E1 a E5, eluciones 1 a la 5; A, agua que se paso por la columna y
MPM, marcador de peso molecular. En cada carril se cargaron 25 yL de la fraccion
correspondiente.

Para confirmar que la identidad de la banda de 64 kDa correspondia a la
proteina AIB, se realizd un western-blot de las fracciones FS, E1, E2 y E3. El
resultado del western-blot evidencié la presencia de AIB en las fracciones
analizadas, ya que se observo sefal en la banda que corresponde al tamafio de
AIB (flechas, Figura 24B). También se observaron bandas de menor peso
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molecular que pueden corresponder a uniones inespecificas del anticuerpo o
degradacion de la proteina AIB (Figura 24B). De manera general, el analisis por
western-blot permitié confirmar que la banda de 64 kDa observada en el analisis
previo (Figura 23), corresponde a AIB (flechas, Figura 24B) y que por

consiguiente, se cuenta con una fraccidon que contiene a la proteina de interés.

A B
kDa MPM FS E1 E2 E3 kDa MPM FS E1 E2 E3
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150 —— o 150
100 — == 100
75 —¥ = 75
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25 ——v 25
20 — o= 20

Figura 24. Deteccion de la proteina recombinante AIB por western-blot. A. Control de
transferencia de carga de la inmunodeteccion. B. Inmunodeteccion con anti-His que
revelan la banda correspondiente a la proteina AIB (flechas). FS, fraccién de proteina
soluble; E1 a E3, eluciones 1 a la 3; MPM, marcador de peso molecular. Cada carril
contiene 4 pg de proteina total.

Una vez verificada la presencia de la proteina AIB en las eluciones 1 a 3, se
prosiguio a estimar la concentracion de AIB por comparacién con concentraciones
conocidas de BSA (0.1 ug, 0.2 ug, 0.4 ug, 0.8 ug y 1.0 ug) en un gel SDS-PAGE.
La cuantificacion se realiz6 comparando la intensidad de la banda correspondiente
a AIB, presente en la eluciones, con las bandas de la curva estandar de BSA,
utilizando el analizador de imagenes ImagedJ. Cabe mencionar que en el gel se
cargaron 10 pL de las eluciones E1-E3, que contienen la proteina AIB y otras
proteinas contaminantes co-purificadas. Utilizando este volumen en E1 y E2, se
evidencié la banda de 64 kDa (flechas, Figura 25), mientras que en E3 no, esto
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pudo deberse a que AIB se encuentra muy diluida en esta ultima muestra, por lo
tanto fue descartada. Los resultados de la cuantificacion por densitometria
mostraron que la concentracién de AIB en E1 es de 14 ng/uL, mientras que en E2
es de 32 ng/pL.

Mg BSA
kDa MPM E1 E2 E3 01 0.2 04 08 1.0
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Figura 25. Cuantificacidon de la concentracion de la proteina AIB. Se cargaron 10 yuL
de las muestras correspondientes a E1-E3 y diferentes concentraciones de BSA como
referencia en un SDS-PAGE al 10%. La concentraciéon de AIB (flechas) en cada elucion
se efectudé comparando los valores de densitométricos de las banda de AIB con las de
referencia. BSA; albumina de suero bovino; MPM, marcador de peso molecular. Se
cargaron 10 pL totales/carril.

VIIl. 5.2 Purificaciéon de la proteina MYB122 bajo condiciones nativas

La evaluacion de la expresion de la proteina recombinante MYB122 en un
sistema heterologo se realiz6 por SDS-PAGE, de manera similar a la proteina AIB
(apartado anterior). Se observd que la expresion de la proteina MYB122 se indujo
con la presencia de IPTG; sin embargo, la proteina fue mas abundante en la
fraccion insoluble (formacién de cuerpos de inclusion), evidenciada como una
banda abundante con el peso esperado de 37 kDa (No se muestra figura).
Asimismo, se logr¢ identificar por western-blot (utilizando el anticuerpo anti-His)
que en la fraccion soluble la proteina MYB122 estaba presente pero en muy bajos
niveles (No se muestra figura). A partir de la fraccion soluble se realizo el proceso
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de purificacion de MYB122, de manera similar en la que se obtuvd AIB. Sin
embargo, no se logré obtener una fraccion con la proteina MYB122 enriquecida.
Es sabido que el método de purificacidon “estandar” no es eficiente para todas las
proteinas recombinantes a purificar, por lo que se suele realizar modificaciénes al
protocolo, actualmente no se han logrado estandarizar las condiciones para
purificar MYB122.
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IX. DISCUSION

La regulacion a nivel transcripcional por azucares ha sido extensamente
estudiada, se dispone de informacion acerca de que existe un gran numero de
genes regulados por la presencia de Glc (Price et al., 2004). Sin embargo, a pesar
de la importancia de los azucares como moleculas sefalizadoras, el conocimiento
actual de los componentes y los mecanismos moleculares de transmisién de
sefales mediada por los azucares es muy limitado, tal es el caso de los efectores
finales de las vias, los factores de transcripcion.

En un estudio a la region promotora del gen STP1 se identifico a una region
de 310 pb que contiene elementos en cis que posiblemente participan en la
regulacion de la expresion de STP1 en presencia de Glc (Cordoba et al., 2015).
Por otra parte, por medio de un ensayo de “DNA pull-down” se lograron identificar
a los FTs AIB/JAM1 y MYB122, que corresponden a la familia de FTs bHLH y
MYB, respecitvamente, a través de su union a algun elemento(s) contenido en la
region previamente delimitada de 310 pb, del promotor de STP17 en respuesta a la
presencia de Glc (Cruz-Lépez, Tesis de Licenciatura, 2015). En este estudio, a
través del analisis de lineas mutantes y sobreexpresoras se establecid la
participacion de AIB/JAM1 y MYB122 como componentes novedosos, que se
posicionan como efectores finales en una via de sefalizacion independiente de
HXK1. El que dos FTs regulen una misma respuesta, en este caso particular la
represion de STP1 por azucares, sugiere que esta respuesta podria estar mediada
por una interaccion de ambos FTs. De hecho, ya se han descrito multiples
interaccidnes de los factores bHLH y MYB con otros factores transcripcionales
para la modulacion de diversas funciones biolégicas tales como la diferenciacion
celular epidermal, formacién de los tricomas, en la biosintesis de antocianinas, en
la biosintesis de antocianinas, biosintesis de glucosinolatos, entre otros (Afrin et
al., 2014; Bemer et al., 2017).
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IX.1 AIB participa como regulador negativo en respuesta a glucosa

AIB/JAM1 es un miembro de una de las familias de FTs mas extensas en
Arabidopsis, la familia bHLH. Inicialmente se reporté que AIB/JAM1 participa como
un regulador positivo de la sefalizacion por ABA, debido a que plantas silenciadas
con RNAI presentaron hiposensibilidad a ABA (Li et al., 2007). Posteriormente se
evidencio que también tiene un papel de regulador negativo en la sefializacién por
jasmonato; la sobreexpresion de AIB/JAM1 y la inhibicion por RNAIi produjeron
respectivamente, fenotipos de insensibilidad e hipersensibiliad en respuesta a ac.
jasmonico (Nakata et al., 2013). Derivado de lo anterior se puede establecer que
AIB/JAM1 presenta una actividad dual, y esto sugiere que la interaccion con otro
factor podria estar determinando su papel como activador o represor, dependiendo
de la respuesta a determinado estimulo.

Actualmente no existen reportes que relacionen a AIB/JAM1 en la respuesta
a azucares, por lo que el presente estudio evalud la participacion de AIB/JAM1 en
la represién de STP1 en respuesta a Glc, por medio del analisis del transcrito de
STP1 en el fondo mutante aib. El resultado del analisis mostré que la represién del
gen STP1 por Glc se perdié en esta mutante, ya que se presenté acumulacion del
transcrito de STP1 en comparacion con la planta silvestre bajo la misma condicion
(Figura 17). La acumulacion del transcrito no llegé al nivel que se presentd en las
condiciones de sin fuente carbonada (-C) o Mtl, tanto en la planta silvestre como
en las mutantes, esto sugiere la presencia de un activador para alcanzar los
niveles presentes en ausencia de Glc. Se evidencié que AIB/JAM1 tiene un papel
como regulador transcripcional (en este caso particular como regulador negativo),
en la sefalizacion por azucares.

Los represores transcripcionales pueden catalogarse como represores
activos o pasivos; los represores activos influyen directamente con la
transcripcion, ya que poseen un dominio de represion, mientras que los pasivos
carecen de éste, pero interfieren fisicamente con los activadores compitiendo por
el mismo sitio de unién a DNA o bien, pueden secuestrar al activador e interferir
con su actividad (Krogan y Long, 2009). A través del analisis de secuencia de
aminoacidos, se determind que el FT AIB/JAM1 carece de un dominio de
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represion (Nakata et al., 2013), que en otros bHLH contiene sitios de unién para
otras proteinas con funciones activadoras de la transcripcidén, por lo tanto, al
carecer de este dominio no puede reclutar a la maquinaria de la RNA pol Il para
activar la transcripcion, debido a esto se ha clasificado a AIB/JAM1 como un
represor pasivo (Nakata et al., 2013; Song et al., 2013; Goossens et al., 2016).

En la regulacién de genes en respuesta a jasmonatos, AIB/JAM1 se une y
compite por el mismo motivo de unién del activador transcripcional MYC2 un FT
tipo bHLH (Nakata et al., 2013). Sin embargo, para el caso particular de represion
de STP1 por Glc se sugiere un escenario con algunas variantes. A partir del
analisis de expresion se concluyo que en la mutante aib los niveles del transcrito
de STP1 no disminuyeron con respecto al TO en presencia de Glc, aunado a esto,
se observd que en la condicion de Glc no se alcanzaron los niveles de
acumulacion de transcrito que se presentaron en las condiciones sin fuente
carbonada (-C) o Mtl, donde se presenté un aumento del nivel del transcrito de
STP1 (Figura 17). Lo anterior sugiere que para alcanzar los niveles presentes en
las condiciones de ausencia de fuente carbonada y Mtl se requiere de la
intervencién de un activador, que al parecer estaria ausente o inactivo en
presencia de Glc. Considerando ademas que en ausencia de AIB/JAM1 en el
fondo mutante aib el sitio de union quedaria “libre” para que se una el activador;
sin embargo, parece que esto no sucede. Aunado a esto, no se descarta que el
sitio de union del activador sea diferente al sitio de union del represor,
involucrando un mecanismo diferente al de competencia de unién por el mismo
motivo de reconocimiento en la regidon regulatoria del gen STP1. Asi, en ausencia
de Glc se estimularia la funcion del activador (o bien, se induciria su expresion),
mientras AIB/JAM1 se encontraria inactivo (o ausente), mientras que en presencia
de Glc el activador se inactivaria y AIB/JAM1 podria ejercer su funcién represora.

Ahora bien, debido a que AIB/JAM1 carece de un dominio de represion
canonico, parece necesaria la presencia de otro factor que lleve a cabo la funcion
represora, y bajo este escenario AIB/JAM1 se consideraria que requiere de una
interaccidn con otra proteina como un co-represor. Por ejemplo, la funcidn

represora de AIB/JAM1 estda mediada por las proteinas represoras JAZ en
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respuesta a jasmonatos (Song et al., 2013). En este sentido, los resultados
obtenidos a partir de las lineas sobreexpresoras indicaron que al parecer, es
necesaria la intervencidon de otro factor, debido a que se esperaba que la
respuesta de represion por Glc de STP1 en esta plantas estuviera exacerbada.
Como mostraron los resultados, en comparacion con las plantas silvestres, no se
observd una disminucion significativa en los niveles de transcrito de STP1 en
ninguna de las lineas analizadas en presencia de Glc. Con base en estos
resultados se puede sugerir que ante la sobreexpresion de AIB/JAM1, no fue
posible incrementar la represion debido a que posiblemente esta depende de la
interaccidn con otro represor, que en este caso se encontraria limitado en cantidad
con respecto a AIB/JAM1, considerando que las interacciones guardan una
relacion 1:1 de AIB/JAM1:interactor.

Algunos estudios han evidenciado que las proteinas bHLH son capaces de
formar homo- y heterodimeros entre miembros de la misma y otras familias, de tal
manera que la dimerizacion de estos FTs puede ser un mecanismo por el cual los
FTs tipo bHLH generan suficiente diversidad para regular una gran variedad de
genes en respuesta a determinados estimulos (Toledo-Ortiz et al., 2003;

Goossens et al., 2016).

IX.2 AIB y su posible motivo de unién en la regiéon promotora del gen STP1

La familia de FTs bHLH se unen a una secuencia hexanucleotidica
consenso conocida como caja E (CANNTG), con sus variantes conocidas como la
caja G (CACGTG), la caja E (CAGCTG) y MBS (“MYC2 binding sequence”,
CACGAC), y a otros motivos relacionados como la caja N (CACGGC o CACGAC),
la caja TG (CACGTT) y al elemento CACGAC (Toledo-Ortiz et al., 2003; Nakata et
al., 2013). Por medio de un ensayo tipo EMSA y ensayos transitorios se identifico
que AIB/JAM1 es capaz de unirse a las cajas Gy TG y a la secuencia MBS, como
el FT MYC2 (Nakata et al., 2013).

Por medio de un ensayo tipo “DNA Pull-Down” se aislo el FT AIB/JJAM1. El
ensayo consistidé en inmovilizar la region regulatoria delimitada de 310 pb del gen

STP1 a una matriz y exponerla a un extracto de proteinas nucleares provenientes

69



de plantas tratadas con Glc. Posteriormente, en un analisis mas detallado a la
region regulatoria delimitada de 310 pb del gen STP1, revel6 que contiene a la
variante de la caja E, MBS (CACATG), por este motivo es que se logré aislar el FT
AIB/JAM1 (Cruz-Lépez, Tesis de Licenciatura, 2015). A razén de esto se decidio
evaluar en este estudio a la mutante de AIB/JAM1 en la respuesta a Glc.

Por otra parte, existe evidencia de que la caja E esta involucrada en la
regulacion por azucares en hepatocitos de mamiferos. Se ha reportado que los
genes S714 y L-PK (“L-type Pyruvate Kinase”) se inducen en presencia de Glc y
que el mecanismo es complejo, ya que involucra la presencia de dos Cajas E
separadas por 5 pb (Liu et al., 1993; Koo y Towle, 2000; Vaulont et al., 2000).
Considerando los datos ya mencionados y el resultado de la evaluacidén a la
mutante aib, que evidencia la pérdida de la represion de STP1 en presencia de
Glc (Figura 17), se puede establecer que AIB/JAM1 participa en la represion de
STP1 en respuesta a Glc, y que posiblemente esta respuesta esté mediada a

través de su union al elemento MBS, que corresponde a una variante de la caja E.

IX.3 El factor transcripcional MYB122 esta involucrado en la respuesta de
represién por glucosa
La evaluacion de la mutante myb122 indic6 que el FT MYB122 esta

involucrado en la represion de STP71 en respuesta a Glc; se observd que la
represion en presencia de Glc se pierde en comparacion con la planta silvestre.
Sin embargo, nuevamente, como en el caso de la mutante aib no se alcanzan los
niveles de acumulacion del transcrito de STP7 en ausencia de Glc, en las
condiciones de -C y Mtl (Figura 17). MYB122 pertenece a la clase R2R3-MYB, la
mas abundante de la familia génica MYB. Los FTs de esta clase pueden actuar
como activadores, represores o inclusive, pueden tener una actividad dual, tal es
el caso del FT MYB4 que funciona como activador y represor segun el estimulo
percibido (Stracke et al., 2001; Feller et al., 2011). Por lo tanto, en la regulacién en
respuesta a Glc del gen STP1 parecen estar actuando dos FTs que al mismo
tiempo actuan como represores. Lo anterior sugiere que posiblemente estos FTs
actuan de manera simultanea, a través de una interaccion fisica entre éstos en

respuesta a Glc. A través de un analisis de interaccion proteina-proteina in vivo, se
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ha mostrado que determinados integrantes de la clase R2R3-MYB interaccionan
con algunos miembros de la familia bHLH formando heterodimeros, lo que permite
que las proteinas reconozcan a un determinado elemento en cis con mayor
afinidad y especificidad (Stracke et al., 2001; Dubos et al., 2010; Pireyre y Burow,
2015). La dimerizacion ayuda a dar una mayor estabilidad a la unién del FT con el
DNA, por lo que la actividad de algunos de éstos es dependiente de dicha
interaccion. Ademas, se ha identificado que estos FTs pueden sufrir
modificaciones post-traduccionales para realizar su funcién (Dubos et al., 2010;
Pireyre y Burow, 2015). Los FTs de la clase R2R3-MYB estan involucrados en la
regulacion de diversos genes que a su vez, regulan una gran variedad de
procesos como el desarrollo, produccién de metabolitos secundarios (Dubos et al.,
2010), la respuesta a azucares (Lu et al., 2002) entre otros.

Se ha reportado que tres FTs tipo MYB en arroz se unen al elemento en cis
TATCCA en respuesta a Glc presente en los promotores de los genes a-amilasa
de cereales (Lu et al., 2002), mientras que en Arabidopsis s dos miembros de la
familia MYB participan en la regulacion por Glc, MYBS1 y MYBS2 (Chen et al.,
2017). Por otra parte, un analisis in silico de la region regulatoria del gen STP1
mostré la presencia de 8 motivos de union involucrados en la represion por
azucares siendo estos; TATCCAOSAMY (TATCCA), MYBST1 (GGATA), la caja |
(GATAA), CGACGOSAMY3 (CGACG), EVENINGAT (TATCT), CATCC, GATTAy
la caja G (ACGTG). Asimismo, se detectd que los elementos TATCCAOSAMY y
MYBST1 son reconocidos por FTs tipo MYB, que participan en la represion en
respuesta a Glc (Cordoba et al., 2015). Sin embargo, un analisis de estos
elementos permiti6 descartar al motivo TATCCAOSAMY como elemento de
represion de STP1 en respuesta a Glc (Cordoba et al., 2015). Posteriormente, por
medio de un ensayo “DNA pull-down” se identifico que el FT MYB122 se une a la
region regulatoria de STP1, pero aun se desconoce el motivo de union que
reconoce (Cruz-Lépez, Tesis de Licenciatura, 2015).

Por su parte, el analisis de las plantas sobreexpresoras de MYB122 (4-2 y
10-2) sugirié una ligera represion mayor en presencia de Glc en comparacion con

las plantas tipo silvestre (Figura 22). Esto puede indicar que la funcion de MYB122
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esta ligeramente exacerbada en las plantas sobreexpresoras, aunque se esperaba
que esta respuesta tuviera un mayor impacto en la represion. Lo anterior puede
obedecer a la posible interaccion con el FT AIB/JAM1; existe la posibilidad que
MYB122 forme heterodimeros con AIB/JAM1 (o con otro FT), para realizar de
manera mas eficiente la represion de STP1 en presencia de Glc. En las lineas
sobreexpresoras, debido a que la estequiometria entre dichos factores se
encontraria afectada, esta respuesta no se puede ejercer de manera correlativa al
incremento de expresion de MYB122.

Por el momento, tomando en cuenta la presencia de elementos en cis
reconocidos por FTs tipo MYB en el promotor de STP1, la captura de MYB122 por
el ensayo “DNA pull-down” y la pérdida de la represion de STP1 en respuesta a
Glc en la mutante myb122, se sugiere que MYB122 participa en la represion de
STP1 en respuesta a Glc.

IX.4 Mecanismo de represion de AIB/JAM1 y MYB122 en respuesta a glucosa

Como se mostro anteriormente, el analisis de expresion de STP1 en las
mutantes aib y myb122, evidencio que los FTs AIB/JAM1 y MYB122 estan
involucrados en la represion del gen STP1 en respuesta a Glc debido a que bajo
estas condiciones la represidon se perdi6 en ambas mutantes. Los FTs
pertenecientes a las familias bHLH y MYB pueden interaccionar entre ellos
formando complejos heterodimericos que permite dar una mayor especificidad de
respuesta a un determinado estimulo, debido a la gran diversidad que se puede
generar por las interacciones entre FT-FT, aunado al gran numero de miembros
de cada familia y a la variedad de elementos en cis a los que se unen (Stracke et
al., 2001; Dubos et al., 2010; Nakata et al., 2013; Fonseca et al., 2014; Pireyre y
Burow, 2015; Goossens et al., 2016).

En un estudio Schweizer y colaboradores (2013), mostraron que el FT
MYC2, el cual pertenece a un FTs tipo bHLH, interacciona con diversos MYBs que
participan en la regulacibn de los genes encargados de la biosintesis de
glucosinolatos, y entre éstos se encuentra MYB122 (Schweizer et al., 2013; Afrin
et al., 2014). También se ha reportado que MYC2, que participa en la respuesta a
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jasmonato, comparte un 30% de identidad de aminoacidos con AIB/JAM1 y por lo
tanto, se consideran homodlogos, dentro de la familia de FTs tipo bHLH (Nakata et
al., 2013). Por consiguiente, tomando en cuenta que un homologo a AIB/JAM1,
MYC2, interacciona con MYB122, y que junto con el resultado del analisis del
transcrito de STP1 en las mutantes aib y myb122 en respuesta a Glc, se puede
especular una posible interaccion entre AIB/JAM1 y MYB122 para reprimir a STP1
en respuesta a Glc. Diversas interacciones especificas entre bHLH con MYBs se
han descrito y se reconoce el mecanismo de accion de dicha interaccion para la
regulacion de la transcripcion en respuesta a estimulos especificos (Bemer et al.,
2017): (i) Estabilidad y afinidad de la interaccion FT-FT, la estabilidad del FT
puede ser modificada por la incorporacion de otro FT. Por ejemplo, TT8 (un FT
tipo bHLH), interacciona con un FT R2R3-MYBs (PAP1, PAP2, MYB111 o
MYB114) y con TCP3 (proteina de la familia WD-40) para formar un complejo
proteinico estable y afin, para la regulacidn de genes que participan en la
biosintesis de flavonoides y en la respuesta a auxinas (Afrin et al., 2014; Bemer et
al., 2017). (ii) Especificidad de la union al DNA: la combinacion de dos FT con
distintas propiedades de unién a DNA, pueden resultar en un aumento de la
afinidad en la union a DNA (unién cooperativa), o bien, la interaccién FT-FT puede
conllevar a nuevas propiedades de reconocimiento, fendmeno llamado
especificidad latente. Este mecanismo es empleado en la interaccién entre los FTs
PAP1-GL3 (FT tipo MYB y bHLH, respectivamente) para regular los genes de la
biosintesis de antocianinas (Afrin et al., 2014; Bemer et al., 2017).

Las interacciones combinatorias entre las familias bHLH y MYB tienen un
papel importante en la regulacién de diversos procesos en respuesta a diversos
estimulos. Actualmente no hay reportes sobre la interaccion entre algun bHLH vy
MYB para la regulacion por azucares, pero existe evidencia suficiente que apunta
a una nueva hipotesis: AIB/JAM1 interacciona con MYB122 para reprimir la
transcripcion de STP1 en respuesta a Glc. Con base en los resultados obtenidos
en este estudio y la informacién disponible sobre las interacciones de bHLH con
MYB, se propone que el mecanismo de acciéon puede darse por el siguiente
posible escenario (Figura 26): La interaccion AIB/JAM1 con MYB122 proporciona
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estabilidad y afinidad por el DNA. En este modelo se propone que inicialmente
AIB/JAM1 se une a la region regulatoria de STP1 (posiblemente a través del
elemento CACATG) y posteriormente MYB122 se incorpora para formar el
complejo de represion, y de esta manera se genera estabilidad y afinidad al factor
de transcripcion AIB/JAM1, o bien podria suceder que se una primeramente
MYB122 y posteriormente AIB/JAM1. Este modelo podria ser evaluado en
seguimiento al estudio del mecanismo de regulacion por los FTs AIB/JAM1 y
MYB122 en respuesta a azucares, y en particular por Glc.

Glc
1
1
1
1
1
1
i
?
gl
AlIB + MYB122 % STP1
j CACATG ? ATG

Inicio de la transcripcion

Figura 26. Posible modelo de accién de los factores de transcripcion AIB-MYB122,
en la represion de STP1 por glucosa. La glucosa (Glc) es percibida por algun
sensor/receptor desconocido (diferente al sensor hexocinasa 1), manda la sefial a través
de la participacion de otra(s) proteina(s) sefializador(as) intracelular(es) (también
desconocidos, circulo amarillo) para activar la funcién de los factores de transcripcién AlB
(cuadro azul) y MYB122 (cuadro rojo), y reprimir la transcripcién del STP1. El factor de
transcripcion AIB se une al elemento CACATG presente a -1211 pb del ATG, por otro
parte se desconoce a que elemento en cis se une MYB122. La interaccién entre AIB y
MYB122 genera estabilidad y afinidad al complejo represor. El inicio de la transcripcion se
encuentra a -133 pb del ATG.
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X. CONCLUSIONES

Con base en los resultados descritos, es posible concluir que:

1. A partir del analisis de expresiéon de STP1 en los fondos mutantes aib y
myb122, se determiné la participacion de los FTs AIB/JAM1 y MYB122 en
la represién de la transcripcion de STP1 en respuesta a Glc.

2. La evaluacién del transcrito de STP1 en las lineas sobreexpresoras de AIB
demostré que la funcidn de represor de AIB/JAM1 no esta aumentada en la
respuesta a Glc.

3. La evaluacion del transcrito de STP1 en las lineas sobreexpresoras de
MYB122 evidenciaron que MYB122 presenta una represion ligeramente

aumentada en respuesta a Glc.
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XI. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos a través de este estudio permitieron establecer
que los FTs AIB/JAM1 y MYB122 participan en la represion del gen STP1 en
respuesta a Glc. Tratandose de nuevos componentes en las vias de senalizacion
de azucares es necesario esclarecer el mecanismo de accion de AIB/JAM1 y
MYB122 en la represion de STP1 en presencia de Glc. Por lo tanto, se plantea
realizar un analisis tipo EMSA para identificar el sitio en cis de union de MYB122 y
si ambos FTs en conjunto se unen a la region reguladora de STP1. También se
propone generar una doble mutante aib/myb122 o una doble sobreexpresora, con
la finalidad de analizar el transcrito de STP1 en estos fondos. Un ensayo de
interaccion tipo BIiFC (“Bimolecular Fluorescence Complementation”) en
protoplastos de Arabidopsis, evidenciara la formacién del heterodimero AIB/JAM1-
MYB122. Asimismo, se realizara una co-inmunoprecipitacién para identificar otras
proteinas de interaccion de AIB/JAM1 y MYB122, como componentes de un
posible complejo represor. También por medio de un ensayo de co-
inmunoprecipitacion de la cromatina se determinara el impacto global en la
regulacion génica por los factores de transcripcion AIB/JAM1 y MYB122 en
respuesta a glucosa.

Estas estrategias experimentales nos permitiran obtener un panorama mas
dirigido sobre el mecanismo de represién involucrado en una via de sefializacion
independiente de HXK1.
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XII. SUPLEMENTARIAS

Tabla S1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados.

Nombre del
Secuencia 5’- 37

oligonucleétido

LB2-SAIL GCTTCCTATTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA
AIB-1118Rv ACAGAAACTATTCCTGCTCCTGC

AlB-atgB1Fw AAAAAGCAGGCTTCATGAATATGAGTGATTTAGG
AlIB-stpB2Rv AGAAAGCTGGGTTTTATATATCACCAGAGACCTGTGAAC
AIB-648Fw CTTGAGCTTGGTTCTGTTTGGTC

SALK-LBa1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

MYB122-428Fw CTCCAACTACAAGTGTTTCAG

MYB122-atgB1Fw  AAAAAGCAGGCTTCATGGTACGGACGCCGTGTTGTAG
MYB122-stpB2Rv = AGAAAGCTGGGTTTCATCCAAAATAATTGTCAATCCC
MYB122-nstpRv TCCAAAATAATTGTCAATCCC

uBQ1-g-F ATGCAGATCTTCGTGAAAACCTTG
UBQ1-g-R ACCTCCTCTAAGCCTCAACACAAG
35SminFTOPO CACCGATGTGATATCTCCACTGAC

STP1-1 TGCTATAGTGGTTGTAACGTTCAT T
STP1-2 GGCTAATACACTTTTTCCTTTACGACA
attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTT
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Suplementaria S1. Analisis del transcrito de STP1 en respuesta a glucosa (Glc), en
los fondos mutantes aib y myb122, a partir de tres ensayos biolégicamente
independientes. EI RNA total fue extraido de plantulas crecidas en medio liquido (MS
0.1X) con sacarosa por 10 dias, sometidas a 2 dias de ayuno de fuente de carbono y
tratadas por 6 h sin fuente de carbono (-C) o con 150 mM de glucosa (Glc) o 150 mM de
manitol (Mtl). Cada carril contiene 10 ug de RNA total. Se utilizé una sonda radioactiva
especifica para STP1. Se muestran el rRNA como control de carga. Col-0, RNA
proveniente de plantas tipo silvestre.
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Col-0 356S::AIB6-2 35S::A/IB8-9 Col-0 368::AIB6-2 35S::A/B8-9
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--- . - e 60 ow e -' B I )
rRN
nnn . o S o e ol e R T
1 22 02 1 26 05 1 43 0.4 1 1.6 0.3 1 30 05 1 23 0.3

Suplementaria S2. Analisis del transcrito de STP1 en respuesta a glucosa (Glc), en
lineas sobreexpresoras de AIB, a partir de dos ensayos biolégicamente
independientes. El RNA total fue extraido de plantulas crecidas en medio liquido (MS
0.1X) con sacarosa por 10 dias, sometidas a 2 dias de ayuno de fuente de carbono y
tratadas por 30 min sin fuente de carbono (-C) o con 5 mM de glucosa (Glc). Cada carril
contiene 10 ug de RNA total. Se utilizé6 una sonda radioactiva especifica para STP1. Se
muestran el rRNA como control de carga. Col-0, RNA proveniente de plantas tipo
silvestre.

Col-0 35S:MYB1224-2 35S:MYB12210-4 Col-0 35S:MYB1224-2 35S:MYB12210-4

TO C Gc TO -C Glc TO -C Glc TO C Glc TO -C Glc TO -C Glc
. B e e G G G [N ———— X
A e e o e T e e o e e 0
1 4.5 2.0 1 1.5 0.5 1 1.7 0.5 1 8.9 2.6 1 25 0.5 1 3.8 04

Suplementaria S3. Andlisis del transcrito de STP1 en respuesta a glucosa (Glc), en
lineas sobreexpresoras de MYB122, a partir de dos ensayos biolégicamente
independientes. El RNA total fue extraido de plantulas crecidas en medio liquido (MS
0.1X) con sacarosa por 10 dias, sometidas a 2 dias de ayuno de fuente de carbono y
tratadas por 30 min sin fuente de carbono (-C) o con 5 mM de glucosa (Glc). Tiempo
cero, al iniciar el tratamiento (T0). Cada carril contiene 10 ug de RNA total. Se utilizé una
sonda radioactiva especifica para STP1. Se muestran el rRNA como control de carga.
Col-0, RNA proveniente de plantas tipo silvestre.
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Suplementaria S4. Andlisis de la expresion de la proteina AIB. A. Expresion de la
proteina AIB. Por medio de un analisis por SDS-PAGE al 10% se comprobd la expresion
de la proteina recombinante AIB (flecha blanca) en el cultivo bacteriano BL21(DE3)pLysS.
Se empled una concentracion de 1mM de IPTG para la induccion (+IPTG) y un tiempo de
6 h. —IPTG; sin inducir, control. Se analizaron las fracciones de proteinas solubles (FS) e
insolubles (FI). B. Control de transferencia, membrana tefida con Ponseau’s. C. western
blot de la proteina AIB. Se observé que la expresion de la proteina AIB (flecha blanca) se
dio en presencia del inductor y que fue muy abundante en la fraccion insoluble (FI) en
comparacion con la fraccién soluble (FS). MPM; marcador de peso molecular.
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XIII. APENDICE

XIIl.1 Reacciones

Reacciones de PCR

Las mezclas de reaccion de PCR
consistieron de manera general con
los siguientes componentes (con
excepcion de los oligonucledtidos) y
en un volumen final de 25uL:

Oligonucleétido Fw (10mM)  0.75uL
Oligonucleétido Rv (10mM)  0.75uL
Taq Polimerasa (KAPA 3G) 0.2uL

Buffer (2X) 12.5uL
Enhancer (KAPA 3G) 0.25uL
H-0 8.55uL
Templado (DNA total) 2.0uL

Reaccion BP
Producto de PCR con los sitios

attB 15-150ng
Vector pPDONR-Zeo 150ng
Buffer TE (Invitrogen) 8uL

Enzima BP Clonasa (Invitrogen) 2pL
Incubar por 1hr a 25°C

Proteinasa K 1uL
Incubar por 10min a 37°C

Reaccion LR

Clona de entrada 50-150ng
Vector destino (pK2GW7 o pDest17)
150ng

Buffer TE (Invitrogen) 8uL

Enzima LR Clonasa (Invitrogen) 2puL
Incubar por 1hr a 25°C

Proteinasa K 1uL
Incubar por 10min a 37°C

XIlIl.2 Medios

Todos los medios se prepararon con
H>O ultrapura.

Medio LB (1L)

Bactotriptona 10gr
Extracto de levadura 5gr
Cloruro de sodio 10gr
pH 7
Agar (si es solido) 15gr

Medio LB bajo en sales (1L)

Bactotriptona 10gr
Extracto de levadura 5gr
Cloruro de sodio 5gr
pH 7
Agar (si es solido) 15gr

Medio GM 1X (1L)

MS 1X 4.44qr
MES 0.5gr
Sacarosa 1% 10gr
Phytagar S5gr
pH 5.7

Medio MS 0.1X (1L)

MS 0.1X 0.444gr
MES 0.5gr
pH 5.7
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Medio MS 0.1X + 0.5% Sacarosa

(1L)

MS 0.1X 0.444qr
MES 0.5gr
Sacarosa 0.5% 5gr
pH 5.7

Medio MS 0.1X + 150mM Mtl (1L)

MS 0.1X 0.444qr
MES 0.5gr
Manitol 150mM 27.32gr
pH 5.7

Medio MS 0.1X + 150mM Glc (1L)

MS 0.1X 0.444qr
MES 0.5gr
Glucosa 150mM 29.75¢r
pH 5.7
Medio de infiltracion (1L)

MS 0.5X 2.22gr
Sacarosa 5% 50gr
Silwet L-77 400pL

XIlll.3 Soluciones y Buffers

Todos las soluciones y buffer se
prepararon con H,O ultrapura.

Sol. Anticuerpo primario

Leche descremada 0.2%
PBS 1X
Triton 0.5%
Anticuerpo aHis (Roche) 1:6000

Sol. Anticuerpo secundario

Leche descremada 0.2%
PBS 1X
Triton 0.5%
Anticuerpo HRP (Roche) 1:3000

Sol. De bloqueo

Leche descremada 0.5%
PBS 1X
Triton 0.5%
Sol. CTAB 2X

CTAB 2%
NaCl 1.4M

Tris-HCI pH 8 100mM

EDTA 20mM

Sol. TENS

Tris-HCI pH 8 10mM

EDTA TmM

NaOH 0.1N

SDS 0.5%

Sol. MOPS 10X (1L)

MOPS 108gr
Acetato de sodio 41gr
EDTA 0.5M pH8 20mL
Sol. PBS 1X

Nacl 0.14M
KCI 2.7mM
PO,* 10mM
Triton 0.5%

Sol. De prehibridacion (100mL)
Buffer de fosfatos 1M pH 7.2  52mL

SDS 20% 35mL
EDTA 0.5M pH 8 102.5uL
BSA 1gr

Buffer de carga (para 1 muestra de

RNA)

Formamida 15uL
MOPS 10X 3uL
Formaldehido al 37% 4.8uL

Bromuro de etidio
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Buffer SSC 20X (1L)

NaCl 52.9gr
Citrato de sodio 26.4qgr
pH 7

Buffer de transferencia

Tris-HCI 25mM
Glicina 192mM
Metanol 20%
pH 8.3

Xlll.4 Gel de agarosa al 1.5% +
formaldehido para RNA (100mL)

Agarosa 1.5gr
H-0 84.6mL
MOPS 10X 10mL
Formaldehido al 37% 5.6mL

XIll.6 Mapa pK2GW7

Sacli (11015)

Kan

LB_

SmISpR _

pK2GW7,0
11135 byp

Clal (6286)

|

XIll.5 SDS-PAGE

Gel separador al 10% (10mL)

H.0

Acrilamida al 30%
Tris-HCI 1.5M pH 8.8
SDS 10%

APS 10%

TEMED

Gel concentrador (3mL)
H.O

Acrilamida al 30%
Tris-HCI 1.0M pH 6.8
SDS 10%

APS 10%

TEMED

pass
Spej (1058)

__attR1
/ P, Bam Hi (1266)

EcoRI {1516
_ccdB
T BamHI (1969)

Xmaj (2385)
Smal (2387)

attR2
I . Saclf(2784)
{ / )
) Jy

1388
‘ Aatii (3024
N\ Apal(3030)
Hindlil (3032)
RB

4mL
3.3mL
2.5mL
0.1mL
0.1mL
4uL

2.1mL
0.5mL
0.38mL
0.03mL
0.03mL
3uL
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XIll.7 Mapa pDEST17
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" HindIII (2328)
BspDI - ClaI (2335)

Zral (2436)

AatIl (2438)

(3357) AhdI
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