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1. Abreviaturas

2D0G
30MG
6D0OG
aa
AMPK
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AtHXK1
BCIP
CAA
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DNA
FRK
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G6P
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Hexocinasa de Solanum lycopersicum
Proteina 1 no fermentadora de sacarosa
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N, N, N’, N’ — tetrametiletilendiamina
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RNA de transferencia
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Subunidad B1 de la H*-ATPasa vacuolar
Hexocinasa de Zea Mays



2. Resumen

Las Hexocinasas (HXKs) son principalmente conocidas por catalizar la fosforilacidn
de la glucosa en la posicidn seis, el primer paso de la glucdlisis. Sin embargo, esta no es su
Unica funcién; estas proteinas, denominadas moonlighting, también son capaces de
percibir la abundancia de glucosa y modificar la expresidon de genes, algunos de ellos
(como CAB2) involucrados en la fotosintesis.

La existencia de una planta de Arabidopsis thaliana insensible a glucosa que
cuando es crecida en un medio sin nitratos y con una alta concentracién de glucosa, no
presenta retraso en el crecimiento; tiene hojas verdes y una raiz larga, nombrada gin 2-1,
y el conocimiento de que la HXK1 (AtHXK1) de esta misma planta es una hexocinasa
moonlight, hizo posible evaluar la capacidad sensora de HXKs de otras plantas como
OsHXK5, OsHXK6 y NtHXK1, esto mediante la complementacién de plantas gin 2-1 con
cada uno de los genes de estas HXKs.

Previamente, en el grupo de trabajo se habian producido plantas mutantes gin 2-1
complementadas con seis de las nueve HXKs de maiz (ZmHXK4-ZmHXK9). En este trabajo
se corrobord que eran gin 2-1 complementadas al determinar la ausencia de AtHXK1 y la
presencia de las ZmHXKs. Posteriormente se evalud la capacidad de las ZmHXK4-6 y
ZmHXK9 (hexocinasas mitocondriales) de sensar glucosa y también se registré su fenotipo
cuando estas fueron crecidas en dos diferentes condiciones de luz: fotoperiodo corto y
largo; en glucosa y manitol (al 2% y 6%); y en tres diferentes medios: agar, medio
Gamborg y MS. Se utilizaron Unicamente las plantas gin 2-1 complementadas con las
ZmHXKs anteriormente mencionadas debido a que todas las HXKs que se han identificado
como sensores de glucosa tienen localizacidon mitocondrial, excepto la HXK7 de arroz.

El fenotipo de las plantas crecidas en caja bajo un fotoperiodo corto mostraron un
patron de crecimiento diferente a la planta gin 2-1; las plantas crecidas en Gamborg y MS
son totalmente diferentes a las plantas crecidas en agar; las plantas crecidas en ambos
medios presentan una longitud radicular mayor e incluso una mayor cantidad de tejido
aéreo, debido probablemente a la composicidn rica en minerales y vitaminas de cada uno
de los medios. Por otro lado, se hicieron crecer plantas en maceta bajo fotoperiodo corto,
pero las diferencias fonotipicas entre las plantas se observan mejor cuando estas son
crecidas en fotoperiodo largo. Ademas, se demostré que las ZmHXK4-6 y 9 son HXKs
sensoras, debido a que se observd que cuando las plantas complementadas con ZmHXKs
crecen en presencia de glucosa al 6 %, estas presentan un retardo en el crecimiento,
coloracion morada y mediante PCR se comprobd que la expresién de los genes CAA, CABy
SBP se redujo.



3. Introduccién

Todas las plantas, las algas y algunos procariontes pueden utilizar directamente Ila
energia luminosa para sintetizar compuestos organicos en un proceso llamado
fotosintesis. En plantas superiores, el didxido de carbono utilizado durante el Ciclo de
Calvin es metabolizado para proveer energia y esqueletos de carbono para el crecimiento
de la planta, o es exportado principalmente en forma de sacarosa, hacia otros tejidos para
mantener el desarrollo o sintetizar polisacaridos de reserva. De acuerdo con su
dependencia por sacarosa, los tejidos vegetales se dividen en fuente y demanda [Turgeon,
1989].

Los tejidos fuente son usualmente fotosintéticamente activos, como las hojas
maduras, aunque en algunas plantas las raices son fotosintéticas. Por el otro lado los
tejidos demanda no son fotosintéticos y dependen de los tejidos fuente para satisfacer su
demanda de nutrientes, entre estos se incluyen a raices, flores, semillas en desarrollo y el
tallo [Turgeon, 1989; Leegood, 2004]. Sin embargo, esta clasificacién no es estatica para
un tejido, sino que depende de su estadio de desarrollo y de cambios en las condiciones
ambientales, es decir, hay tejidos que en una etapa del desarrollo son tejidos demanda y
en otras son tejido fuente, como el endospermo que es un tejido demanda durante la
embriogénesis de la semilla, pero en la germinacion, es un tejido fuente.

Ademas, la interaccion entre ambos tejidos es critica para que la planta pueda
responder y adaptarse a la abundancia o escasez de recursos. Los procesos que deben
estar coordinado entre ambos tejidos para un optimo crecimiento de la planta es la
produccién de carbohidratos, su movilizacion, localizacién y utilizacion, lo cual se logra
cambiando la expresion de los genes, muchos de ellos denominados genes responsivos a

carbohidratos [Scott, 2008].

3.1. Percepcion de la seiial de carbohidratos
La sintesis de carbohidratos en las plantas Unicamente se lleva a cabo en los
tejidos fotosintéticos, pero estos no solo sintetizan la cantidad necesaria para satisfacer

su propia demanda, también sintetizan un excedente para satisfacer el requerimiento de



los tejidos demanda. Por lo anterior debe existir una regulacién muy fina para el reparto
de azucares dependiendo del estado del desarrollo y de las necesidades metabdlicas del
propio tejido.

Durante la fotosintesis, el CO; es utilizado para sintetizar triosas fosfato [Rolland et
al., 2006], y estas a su vez, se emplean en la sintesis de almidén (como nutriente de
reserva) y de otros carbohidratos como la glucosa, sacarosa y fructosa, que sirven como
esqueletos carbonados para sintetizar aminoacidos, acidos grasos y pared celular, entre
otros [Smeekens, 1998]. Adicionalmente, los carbohidratos afectan el crecimiento vy
desarrollo de la planta tanto de manera directa como indirecta; en el primer caso al
proveer de energia después de ser catabolizados y en el segundo regulando diversas vias
de sefializaciéon que incluyen la sefalizacion dependiente de luz [Smeekens, 2000],
hormonas [Ledn & Sheen, 2003] y sefializacion por nitrogeno [Coruzzi & Zhou, 2001].

Originalmente se planteaba que los efectos de los carbohidratos en la fotosintesis,
el crecimiento y desarrollo eran resultado indirecto del metabolismo. Sin embargo, en
1990 se demostrd que la glucosa aplicada a protoplastos de maiz llevaba a la represion de
genes fotosintéticos [Sheen, 1990]. Desde entonces, varias aproximaciones genéticas han
sido utilizadas para definir las vias de sefalizacidn por azucares, asi como para identificar
sus componentes [Rook & Bevan, 2002; Gibson, 2000]. Los carbohidratos mas estudiados
cuyos efectos repercuten en la transcripciéon de genes de varios cientos de genes son la
glucosa, la fructosa y la sacarosa [Kunz et al., 2004; Thum et al., 2004; Villadsen & Smith,
2004]. Ademas, la expresion de un gen determinado puede ser modificada por mas de un
carbohidrato [Kunz et. al., 2014].

Tan solo en el caso de la glucosa, se ha descrito que a diferentes concentraciones
puede modificar la expresion de alrededor de dos mil genes [Xiong, 2013]. Entre los genes
cuya expresion se modifica estdn algunos relacionados con el crecimiento de la planta, la
fotosintesis [Rolland et al., 2006; Hu et al., 2009; Jiang et al., 2012], la germinacidn
[Gibson, 2000; 2005; Price et al., 2004], la floracion [Smeekens et al., 2009; Moghaddam &
Van den Ende, 2013] y la senescencia [Wingler et al., 2009; Sami et al., 2016]. En cuanto a

la fotosintesis, algunos de los genes afectados son los que codifican para la anhidrasa



carbdnica (CAA), la proteina de unidn a clorofila (CAB2), la sedoheptulosa bifosfatasa (SBP)
y la subunidad pequefia de la ribulosa fosfato descarboxilasa (RuBP) [Nielsen et al., 1998].
Asi, los azucares no son solo necesarios como fuente de energia, esqueletos
carbonados y como componentes estructurales, ademas estan implicados en la regulacion
genética de procesos relacionados con el crecimiento y senescencia de las células
vegetales, lo que lleva a preguntarse écdmo es que carbohidratos como la glucosa son
capaces de ejercer su funcion sefializadora? Diferentes estudios apuntan a que al menos
tres proteinas estan involucradas en la percepcion de carbohidratos: SnRK1, TOR y la
Hexocinasa (HXK). A continuacién, se describird la funcion sensora de cada una, pero de

forma mas detallada de la HXK.

3.2. Proteinas con funcion sensora: SnRK1, TOR y HXK
3.2.1. Proteina SnRK1
3.2.1.1. Generalidades
La proteina SnRK1 (SNF1 — Related Protein Kinase — 1), identificada por primera vez
en endospermo de centeno [Alderson et al., 1991], es una proteina cinasa presente en
plantas, es el homdlogo de la proteina SNF1 de levaduras y de la proteina AMPK en
animales [Halford et al., 2003], con las que comparte un 48% de identidad en su secuencia

de aminoacidos y hasta 65% en su dominio cinasa [Polge & Thomas, 2006]

3.2.1.2. Estructura

En plantas, la proteina SnRK1 es un heterotrimero compuesto por las subunidades
a, B, y Py (Figura 1), de las cuales la primera es catalitica y las dos restantes son
regulatorias [Polge & Thomas, 2006]. Ademads, tanto en plantas como en levaduras y en
animales, existen diversas isoformas de cada subunidad; las subunidades con isoformas en
plantas son a y §, denominadas a1, o, B1, B2 Y P3 [Emanuelle, 2016].

En Arabidopsis thaliana, los homdlogos de SnRK1 son conocidos como KIN10
(SnRK1.1) y KIN11 (SnRK1.2) y solo varian en la subunidad catalitica a [Sakr et al., 2018].

Las subunidades alfa estdn formadas por un dominio catalitico N-terminal, seguido por



regiones que regulan la actividad cinasa y las interacciones con las subunidades beta y
gamma [Hardie et al., 2012]. Las subunidades beta tienen una regidon N-terminal variable,
la cual estd N-miristoilada, un mdédulo de unién a carbohidrato (CBM) y un dominio C-
terminal que se une a las otras subunidades [Iseli et al., 2005]. Por ultimo, las subunidades
gamma o también denominada fy, tienen cuatro motivos de cistationina-f-sintasa en

tdndem, los cuales regulan la actividad catalitica de alfa [Mayer et al., 2011].

<«— Catalytic —> <«— Regulatory —>
T-lOOp (T1751176) UBA KA1

ol o2 QN © WD N < -

<« Bateman 1> <« Bateman 2

CBM  BISCBS1 CBS2 CBS3 CBS4
By CO—0O{ W H P

s «ASC—
B1, B2 co—] =] b SnRK1
= b
B3

Fig. 1. Estructura del complejo heterotrimérico de SnRK1 | La subunidad o (en rojo) se compone del
dominio catalitico T-loop, y un dominio regulatorio que incluye el dominio de asociacién a ubiquitina (UBA) y
uno para unirse a B y v (KA1). El domino Py, contiene dos dominios Bateman (asi llamados por la primera
persona que los caracterizd, Alex Bateman [Bateman, 1997]), cada uno con dos motivos de cistationina-3-
sintasa (CBS) y una secuencia de interacciéon con (3 (BIS). El dominio  contiene el mddulo de unidén a
carbohidrato (CBM). Tomado de Margahla, 2016.

3.2.1.3. Funciones
La proteina SnRK1 tiene un papel en las vias de sefializacion metabélica, hormonal
y por estrés que se ha propuesto es desencadenada por la escasez de glucosa, la alta
concentracion de sacarosa o un periodo de oscuridad (Figura 2) [Baena-Gonzélez, 2007,
Baena-Gonzdlez & Sheen, 2008; Halford & Hey, 2009]. SnRK1 es capaz de inactivar por
fosforilacién a enzimas como la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A [Dale et al., 1995a;
1995b], nitrato reductasa [Sudgen et al., 1999], sacarosa fosfato sintetasa [Purcell et al.,

1998], trehalosa-6-fosfato sintasa y piruvato cinasa [Beczner et al., 2010]. Ademas de la



regulacién enzimatica directa, SnRK1 controla la homeostasis energética desencadenando
una reprogramacién transcripcional; induce mas de 300 genes involucrados en el
catabolismo de los aminoacidos, la hidrélisis de sacarosa y almiddn, movilizacién de
lipidos y la 3-oxidacidn [Baena-Gonzdlez, 2007; Baena-Gonzalez & Sheen, 2008]. También
se ha encontrado que reguladores transcripcionales y factores de remodelacién de la
cromatina son regulados a nivel transcripcional por la SnRK1. Igualmente, las condiciones
ambientales adversas como la sequia, temperaturas extremas, periodos de oscuridad
prolongados, contaminantes e inundaciones tienen la capacidad de disminuir los niveles

energéticos y activar la sefializacién por SnRK1 [Margahla et al., 2016].

Regulation of metabolism

Trehalose  Sucrose
phosphate phosphate
synthase  synthase

Nitrate HMC-CoA
reductase reductase

Post-translational regulation

Transcriptional regulation

I Sucrose synthase /
High [Sucrose] ~
Low [Glucose] - - - » | a-Amylase
Dark period -
\ TTMAGPase - - - - - » Starch synthesis
Salt stress
resistance

Fertility Pathogen or herbivore
\

r response Stress response

Organogenesis
Development Senescence

Fig. 2. Funciones de SnRK1 | SnRK1 tiene un papel en el desarrollo, respuesta a estrés y en la regulacidn del
metabolismo. Tomado de Polge & Thomas, 2006.

La evidencia sugiere que SnRK1 estd implicada en la percepcion y sefalizacion por
azUcares; por un lado, la activacién de SnRK1 por diferentes tipos de estrés que convergen
como una sefial de déficit de energia puede ser blogqueada suministrando glucosa o
sacarosa [Baena-Gonzalez et al., 2007]. Ademas, el perfil transcripcional inducido por la

activacion de SnRK1 se sobrelapa con aquel obtenido en condiciones de inanicidn



[Contento et al., 2004; Thimm et al., 2004] y es contrario al perfil obtenido en presencia
de glucosa [Palenchar et al., 2004; Price et al., 2004]. También se ha demostrado que
plantas que sobreexpresan de SnRK1.1 crecidas en concentraciones de glucosa mayores al
4% muestran importantes alteraciones en el desarrollo, que la actividad cinasa de SnRK1.1
aumenta cuando plantas silvestres y mutantes que sobreexpresan de esta cinasa son
crecidas en glucosa al 6 %, ademas de que el desarrollo de las plantas sobreexpresoras se
detuvo justo después de la germinacién. Ademas, la evidencia sugiere que la activacion de
SnRK1 es especifica para glucosa, ya que cuando se hicieron crecer plantas transgénicas y
silvestres en palatinosa (andlogo no metabolizable de la sacarosa), no se observo

diferencia [Jossier et al., 2009].

3.2.2. Cinasa TOR
3.2.2.1. Generalidades
TOR (Target of Rapamycin) es una proteina cinasa de Serina/Treonina que
pertenece a la familia PIKK (Phosphatidylinositol Kinase — Related Kinases) [Wullschleger et
al., 2006], identificada por primera vez en Saccharomyces cerevisiae y que responde a la
abundancia de nutrientes [Heitman et al., 1991]. TOR es una cinasa conservada en todos
los organismos eucariontes; en plantas, TOR solo se ha identificado formando parte del

complejo TORC1 [Sakr, 2018].

3.2.2.2. Estructura

En A. thaliana, a diferencia de otros organismos, solo se ha encontrado una
proteina TOR (AtTOR), la cual se compone de 2481 aminodcidos y el alineamiento de su
secuencia muestra que es homdloga a mTOR (TOR de mamiferos) y a TOR de S. cerevisiae
[Menand et al., 2002]. El dominio cinasa de AtTOR tiene al menos veinte repeticiones
HEAT, los cuales regulan las interacciones proteina-proteina, seguidos por los dominios
FAT, FRB y FATC (Figura 3) [John et al., 2011].

La cinasa TOR se asocia con las proteinas RAPTOR y LST8 para formar el complejo

TORC1 [Dobrenel et al., 2016]. El andlisis de la estructura de TORC1 ha demostrado que la



region N-terminal de TOR interactua con las repeticiones WD40 de RAPTOR [Adami et al.,
2007; Yip et al., 2010], mientras que la parte C-terminal, donde se encuentran los
dominios FAT, FRB, FATC son las que interactian con LST8 [Yang et al., 2013] LST8 es

necesaria para activar a TOR.

A

FAT FRB FATC

HEAT

TOR

RAPTOR

Fig. 3. Prediccion de la estructura cristalografica de la region C-Terminal de AtTOR (A) y Organizacion del
complejo conservado TORC1 (B) | La prediccidn de la estructura esta basada en el modelo tridimensional de
TOR de humano. Se muestra la estructura de propela de WD40 en LST8 (disco rojo) y RAPTOR. Tomado de
Dobrenel, 2016.

3.2.2.3. Funciones

La actividad de cinasa TOR estd implicada en la respuesta a la abundancia de
nutrientes y participa en una gran variedad de procesos biolégicos (Figura 4), desde la
regulacién del ciclo celular [Xiong et al., 2013] hasta la autofagia [Moreau et al., 2012].
Ademads, promueve la biogénesis ribosomal y la traduccién de proteinas [Xiong et al.,
2013], el metabolismo del nitrégeno [Marchive et al., 2013; Medici & Krouk, 2014], de
lipidos [Caldana et al., 2013] y carbohidratos como el almiddn [Laurie et al., 2003], las
rafinosas, la trehalosa [Osuna et al., 2007] y el mioinositol [Dobrenel et al., 2013; Rexin et
al., 2015].

Plantulas tratadas con glucosa 15 mM presentan una induccién de la expresién de

1318 genes, mientras que la de otros 1050 se reduce [Ren et al., 2012; Caldana et al.,



2013] Lo anterior no ha sido posible de replicar utilizando otros carbohidratos como
fructosa, xilosa y galactosa y tampoco con aminoacidos, sugiriendo que solo la glucosa es

el principal mediador de la regulacion de genes a través de la via TOR [Xiong et al., 2013].

s

#) Gin,Leu =) Glucose T6P
Vps34 l
PI3K SnRK1

Snf1
AMPK
SnRK1

RAPTOR . —
\o

RagA/B_GTR1-GTP

RagC/D_GTR2-GDP Autoph
—> Autophagy
Ragulator ULK1

Ego complex

—> Cell division

Tap42
a4

—> N assimilation
V-ATPase

. X Sch9 ————> Translation
Amino acids, sugars

—> Activation —— Inhibition ‘ Movement/transport

Fig. 4. Funciones de TOR | Modelo simplificado de la regulacion por TOR mediada por nutrientes. Se
muestran las diferentes formas en las que los nutrientes regulan a la cinasa TOR, asi como sus interacciones.
Los nombres para las proteinas para animales, levaduras y plantas se muestran en azul, rojo y verde,
respectivamente. Tomado y modificado de Dobrenel, 2016.

3.2.3. Relacién entre las cinasas SnRK1 y TOR

SnRK1 y TOR son reguladores clave que vinculan el desarrollo y crecimiento con el
estado energético y nutricional de las plantas; mientras que TOR promueve el crecimiento
en respuesta a altas concentraciones de azlcares [Deprost et al., 2007], SnRK1 esta
particularmente activa durante la deprivacion de azucares. Ambas cinasas estan activas a
lo largo del ciclo de vida de las plantas y son esenciales para su supervivencia bajo

condiciones de estrés [Baena-Gonzalez, 2010; Lastdrager et al., 2013]
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3.2.4. Hexocinasa, proteina moonlighting
3.24.1. Generalidades
Las HXKs (EC 2.7.1.1) pertenecen al grupo de las transferasas de grupos fosfato que
tienen como grupo aceptor un grupo hidroxilo (—OH). Estas enzimas estan presentes en
todos los organismos, aunque su peso molecular, distribucidn celular y propiedades

cinéticas difieren [Cardenas et al., 1998]. La reaccidn que catalizan es la siguiente:

HO\F;//OH
2+
Hexocinasa, Mg (')
>
@)
HO
HO S
ADP OH
Glucosa Glucosa-6-fosfato

Fig. 5 Reaccion de fosforilacidn de glucosa catalizada por la hexocinasa.

La HXK fue descrita por primera vez por Otto Meyerhof en 1927 [Meyerhof, 1927],
una década después se dilucidd que era una enzima capaz de fosforilar hexosas utilizando
ATP como donador de fosfato (Figura 5). El conocimiento de la existencia de una ruta
metabdlica glucolitica en animales (Embden-Meyerhor-Parnas) que utilizaba G6P, trajo
consigo el interés por demostrar la existencia de HXKs en plantas. Finalmente, en 1953,
una HXK fue caracterizada en trigo [Saltman, 1953], proporcionando evidencia de su
existencia en plantas.

En plantas la HXK es capaz de fosforilar no solo a la D-glucosa, sino también a
varias hexosas diferentes como la D-fructosa, la D-manosa y D-galactosa, utilizando casi
exclusivamente ATP. Es necesario destacar que en plantas no se ha encontrado una
enzima que fosforile Unicamente glucosa (Glucocinasa o GK), aunque las HXKs tienen una
mayor afinidad por glucosa que por otras hexosas [Claeyssen & Rivoal, 2007], como se

observa en la tabla 1. Hay que mencionar también, que la familia de las HXKs contiene
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miembros que carecen de actividad catalitica, a pesar de tener una similitud estructural

alta con las que si presentan actividad, por ello se les denomina HKL.

Tabla 1 | Diferentes sustratos de la hexocinasa y sus respectivas Km.
Tomado y modificado de Claeyssen & Rivoal, 2007.

D-Glucosa 0.02-0.13

D-Fructosa 1.50-30.00

D-Manosa 0.02-0.50
ATP 0.05-0.59
uTP 1.30-4.50
GTP 0.75-2.20
CTP 1.00-3.20
TTP 0.23

3.2.4.2. Estructura

En la estructura cristalografica de AtHXK1 (Figura 6) se observa que la enzima
consiste en catorce hélices alfa, cinco hélices 319 y doce ldminas beta acomodados en dos
dominios; un dominio grande en forma oval (residuos 30-85 y 229-473) y un dominio
pequefio (residuos 94-228 y 479-496). Estos dominios estan unidos por bisagras flexibles
(residuos 86-93 y 474-478), separados por una hendidura para la unién del sustrato [Feng
etal., 2015].

Los residuos involucrados en la union a glucosa estdn conservados en todas las
HXKs y GKs y estos son diferentes a las FRKs. EI mecanismo catalitico de unién de la
glucosa a AtHXK1 es similar al descrito en levadura [Aleshin et al., 1998] [Kuettner et al.,
2010]. El residuo de AtHXK1 que se une a glucosa es el Asp230, que ademas estd
implicado en la catdlisis, mientras que Gly104 es responsable de unirse al ATP y Serl77

estd involucrado en la transferencia del grupo fosforilo [Kraakman et al., 1999].
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()

Fig. 6. Estructuras cristalograficas de AtHXK1 sin ligando (a) y unida a glucosa (b) | Representacién de
AtHXK1 sin ligando. El dominio grande se muestra en color verde oscuro y el dominio pequefio en color azul.
Se muestran también las estructuras secundarias caracteristicas. (a). Representacion de AtHXK1 con glucosa.
El dominio grande se muestra en color naranja y el dominio pequefio en color magenta. La glucosa se
representa en modelo de lineas y las regiones bisagra se muestran en verde (a y b). Tomado de Feng, 2015.

3.2.4.3. Localizacion
Las plantas poseen cuatro tipos diferentes de HXKs, basadas en la secuencia de su
region N-terminal, la cual determina su localizacién subcelular, designadas A-D [Aguilera-

Alvarado & Sanchez-Nieto, 2017], segln se muestra en la Figura 7.

3.2.4.3.1. Hexocinasas tipo A
Las hexocinasas tipo A tienen una secuencia hidrofébica de 30 aminoacidos en la
region N-terminal, la cual sirve como péptido sefial para dirigirlas al cloroplasto. Este tipo
de HXKs se han encontrado en algunas plantas y en el musgo Physcomitrella patens
[Wiese et al., 1999; Zhong et al., 2010]. Las plantas con metabolismo C, tienen este tipo

de enzima, aunque se predice que OsHXK4 se encuentra en el cloroplasto, pese a que es
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una planta con metabolismo C; [Aguilera-Alvarado et. al., 2019]. Se cree que este tipo de
HXKs pueden estar involucradas en la fosforilacion de la glucosa para la sintesis de
almidon, de acidos grasos o entrar a la via de las Pentosas Fosfato [Cho, 2006] [Kandel -

Kfir, 2006].

3.2.4.3.2. Hexocinasas tipo B

Estas proteinas poseen una secuencia de anclaje a la membrana externa
mitocondrial conformado por aproximadamente 24 aminoacidos. Algunos miembros de
esta familia se han encontrado localizados no solo en la mitocondria, sino también en el
nucleo [Cho et al., 2006; Cho et al., 2009; Hernandez-Loyola, 2019]. Debido a su ubicacién
mitocondrial, se ha planteado que estas HXKs fosforilan a la glucosa para su inmediata
incorporacion a las diferentes vias metabdlicas y permiten usar de una manera eficiente el
ATP recién exportado de la mitocondria y el regreso del ADP al organelo [Alcantar-Aguirre
et. al., 2013]. AtHXK1 se encontré en el nucleo formando un complejo con otras dos
proteinas que no tienen relacién con su actividad de fosforilacion de hexosas, sino
formando un complejo represor de los genes fotosintéticos [Cho et al., 2006]. Se
desconoce cémo el complejo llega al ntcleo y cdmo la HXK se transloca de la mitocondria
al nucleo. AtHXK1 no es la Unica HXK que se ha encontrado en el nucleo [Cho et al., 2006],
también OsHXK5, OsHXK6 [Cheng et al., 2009] y ZmHXK6 [Hernandez-Loyola, 2019], por lo
que se sugiere que el mecanismo de formacién del complejo represor podria estar

conservado.

3.2.4.3.3. Hexocinasas tipo C
Este tipo de cinasas no tiene péptido sefial por lo que se encuentran en el citosol
donde son capaces de fosforilar la glucosa que proviene de la degradacion del almidon
[Nilsson, 2011]. Solo estan presentes en monocotiledéneas [Karve, 2010; Aguilera-

Alvarado et al., 2019].
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3.2.4.3.4. Hexocinasas tipo D

Este ultimo tipo de hexocinasas, al igual que las HXKs tipo B se encuentran en la

mitocondria y tienen una secuencia de anclaje a la mitocondria de aproximadamente 24

aminoacidos, mds no la misma secuencia. Solo han sido encontradas en el musgo

Physcomitrella patens [Nilsson, 2011].

HXK tipo A
HXK tipo B
HXK tipo C

HXK tipo D

Mitocondria

Cloroplasto

3.2.4.4. Lafamilia de las hexocinasas en plantas

Fig. 7. Localizacion celular de las
hexocinasas en plantas | Con
base en la secuencia N-terminal
las hexocinasas se clasifican en
cuatro tipos: A, B, C y D. Las
HXKs tipo A se encuentran en el
cloroplasto, las tipo B en la
mitocondria, pero son capaces
de traslocarse al nucleo, las tipo
C son proteinas citosélicas y las
tipo D solo se encuentran en las
mitocondrias. Tomada y
modificado de Aguilera-
Alvarado, 2019a.

La familia de las HXKs en plantas es muy diversa; por ejemplo, en Arabidopsis

thaliana estad formada por seis proteinas [Karve et. al., 2008], en Oryza sativa por diez

[Cho et. al., 2006], en Solanum lycopersicum por cuatro [Kandel-Kfir et. al., 2006], en

Triticum aestivum por 26 HXKs putativas (archivo suplementario en Aguilera-Alvarado et.

al., 2019) y en Zea mays por nueve [Zhang et al., 2014; Aguilera-Alvarado et al., 2019].

En A. thaliana solo tres de las seis HXKs tienen actividad catalitica (HXK1-3)

mientras que las tres restantes son HKL (HKL1-3). HXK1 es una hexocinasa tipo B capaz de

15



translocarse al nucleo, mientras que AtHXK3 es cloroplastica y de las cuatro proteinas
restantes no se tiene informacion respecto a su localizacién subcelular [Karve et al., 2008]
[Aguilera-Alvarado & Sanchez-Nieto, 2017]

Por su parte, en O. sativa, nueve de las diez HXKs (OsHXK2-10) poseen una
estructura gendmica altamente conservada: nueve exones y ocho intrones, mientras que
OsHXK1 tiene un unico exdn. Del analisis del perfil de expresiéon de genes en arroz, se
encontrd que a excepcion de OsHXK1 y OsHXK10, estos se expresan practicamente en
todos los tejidos, mientras que OsHXK10 es polen-especifica [Cho et al., 2006]. En cuanto
a su localizacién subcelular, OsHXK1, OsHXK7 y OsHXK8 son HXK tipo C, OsHXK4 es del tipo
Ay las seis restantes son del tipo B [Cheng et al., 2011], siendo Unicamente OsHXK5 vy
OsHXK6 capaces de traslocarse al nucleo [Cho et al., 2009] aunque el mecanismo de
translocacion aun se desconoce.

S. lycopersicum tiene cuatro HXKs pero solo se sabe que SIHXK1 es una HXK tipo By
SIHXK4 es del tipo A [Dai et al., 2002; Damari-Weissler et al., 2006].

Karve et al., 2010 y Zhang et al., 2014 mediante un analisis in silico predijeron que
la familia de las HXKs en Z. mays contenia seis HXKs cataliticas y tres no cataliticas y con
localizacion subcelular citosélica, mitocondrial y cloroplastica. Sin embargo, el andlisis in
silico realizado por Aguilera-Alvarado y colaboradores (2019), no predijo ninguna
cloroplastica. Adicionalmente, Aguilera-Alvarado y colaboradores (2019) demostraron que
ZmHXK4-9 si tienen actividad catalitica, aun cuando ZmHXK9 tiene una actividad marginal.
Las ZmHXKs tienen preferencia como sustrato a la manosa, luego glucosa y después
fructosa. De hecho, para ZmHXK8 no fue posible obtener su K., para fructosa ya que aun
no alcanzaba la Vi, @ concentraciones de 100 mM y su K, para glucosa esta en el rango
mM (Km 4.7 mM). Mientras que ZmHXK4, 5, 6 y 7 presentaban una K, similar para glucosa
entre 66 y 195 UM, y diferian en la Ky, para ATP, ZmHXK4, 5y 6 con una K, de 135 a 199
MM, mientras ZmHXK7 es mas afin con una K, de 29 M. Una diferencia adicional fue su
ubicacién en la célula, ZmHXK4-6 y ZmHXK9 son mitocondriales y ZmHXK7 y ZmHXK8
citosdlicas. No hubo ZmHXK cloroplastica. Hernandez-Loyola (2019) encontré que

ZmHXK4-6 tienen una secuencia presuntamente de localizacién nuclear, adyacente a la
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secuencia de anclaje a la mitocondria. La remocion de la secuencia de anclaje a la
mitocondria permite a ZmHXK6 que se encuentre en el nucleo (Herndndez-Loyola, 2019),
aun no se demuestra si ZmHXK4 y ZmHXK5 también pueden localizarse en el nucleo,
aunque en su secuencias también presentan una secuencia putativa de localizacion

nuclear. Es posible que las HXKs en maiz no sean redundantes.

3.2.4.5. Funcion
Como ya se menciond anteriormente, las HXKs son capaces de fosforilar hexosas,
mostrando diferente afinidad por cada una de ellas, sin embargo, también se ha
demostrado que estas proteinas son capaces de percibir la glucosa y transducir la sefial de

la abundancia de glucosa, es decir, son proteinas moonlighting.

3.24.5.1. Proteinas Moonlighting

Pese a que la mayoria de las proteinas solo son capaces de realizar una Unica
funcién, hay algunas que son multifuncionales, entre ellas se encuentra una subclase
denominada proteinas moonlighting [Mani et al., 2014; Rad et. al., 2018]. Las proteinas
moonlighting fueron descritas por primera vez en 1980 por Piatigorsky y Wistow y son
aquellas proteinas que tienen funciones no relacionadas y auténomas, es decir, la
inactivacion de una funcién, no afecta a la otra [Huberts & van der Klei, 2010]. Estas
proteinas se encuentran tanto en plantas [Moore et al., 2003], como en animales
(incluyendo al humano) [Sriram, 2005], levaduras [Gancedo & Flores, 2008] y bacterias
[Arnér & Holmgren, 2000]. Algunos ejemplos de proteinas multifuncién se enumeran en la
tabla 2.

Las funciones de las proteinas moonlighting generalmente no estan relacionadas;
pueden ser dos funciones enzimaticas diferentes, o pueden combinar una funcién
catalitica con una no catalitica, e incluso pueden ser dos funciones no cataliticas [Rad et
al., 2018]. Adicionalmente, estas funciones pueden variar como consecuencia de cambios
en la localizacion celular, el tipo de células, concentracidn de ligando, sustrato, cofactor o

producto [Jeffery, 1999] e incluso como respuesta a factores ambientales [Copley, 2014].
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Tabla 2 | Ejemplos de funcién y organismo en los cuales se encuentran proteinas moonlighting.
(*) Denota la funcidn principal (2) Denota la funcién moonlighting. Tomado y modificado de Huberts, 2010

Proteina

Aconitasa

ATF2

Cristalinas

Citocromo C

Complejo ESCRT-II

ERK2

STAT3

Hexocinasa

Presenilina

Aconitasa

Aldolasa

Enolasa

Fosfofructocinasa

Galactocinasa

Piruvato carboxilasa

Enolasa

Organismo
Animales

Homo sapiens

Homo sapiens

Varios

Varios

Drosophila melanogaster

Homo sapiens

Mus musculus
Plantas

Arabidopsis thaliana

Psycomitrella patens
Levaduras

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Pichia pastoris

Kluyveromyces lactis

Hansenula polymorpha
Bacterias

Streptococcus pneumoniae

Funciones

Enzima del Ciclo de Krebs*
Homeostasis del Hierro®

Factor de transcripcion*
Respuesta a dafio del DNA?2
Proteina estructural del cristalino*

LDH?, a-enolasa®

Transportador de electrones*
Apoptosis?

Proteina endosomal de clasificacion*
Localizacion del mRNA bicoide?
MAP cinasa*

Represor transcripcional?
Factor de transcripcion*
Cadena transportadora de electrones?

Metabolismo de la glucosa*
Sefializacién por glucosa?
y-secretasa*
Funcidn citoesquelética?

Enzima del Cliclo de Krebs*
Estabilidad del mtDNA?
Enzima glicolitica*
Ensamblaje de la ATPasa V2
Enzima glicolitica*
Transporte mitocondrial del tRNA2
Enzima glicolitica*
Peroxisomas de autofagia®
Catabolismo de la galactosa*
Inductor de genes?
Enzima anaplerdtica*
Ensamblaje de la alcohol oxidasa®

Enzima glucolitica*
Unidn a plasmindgeno?®
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Chaperona*

GroEL Enterobacter aerogenes . ]
Toxina para insectos?
] ) Glutamato racemasa*
Murl Mycobacterium tuberculosis o ]
Inhibidor de la DNA girasa®
) ) o ) Enzima contra el estrés oxidante*
Tioredoxina Escherichia coli ) )
Subunidad de la DNA polimerasa T72
3.2.4.5.2. Funciones Moonlighting de la hexocinasa

Ya que tanto la glucosa como otras hexosas son fosforiladas por la HXK y sus
productos alimentan diferentes vias metabdlicas, surge la pregunta éComo saber si los
efectos en la expresion de genes y en la fisiologia de las plantas por estos carbohidratos
son causados por su sola presencia, su fosforilacion o su metabolismo? Para contestarla se
han realizado estudios de tipo farmacoldgico utilizando analogos no metabolizables de los
diferentes carbohidratos. Para determinar el efecto sefializador de la glucosa se han usado
manosa (Man), 2-deoxiglucosa (2DOG), 3-O-metilglucosa (30MG) y la 6-deoxiglucosa
(6DOG) (Figura 8).

Cada uno de los analogos de la glucosa, son capaces de ser transportados a través
de la membrana hacia el interior de la célula [Xiao et al., 2000]; de los cuatro andlogos,
6DOG y 30MG no pueden ser fosforilados por la HXK y, aunque la manosa y 2DOG pueden
ser fosforilados, no son metabolizados posteriormente [Sheen, 1990; Graham et al., 1994;
Jang & Sheen, 1994]. La presencia de 6DOG y 30MG dentro de la célula no desencadena
ningun cambio en la expresion de genes [Villadsen & Smith, 2004], pero si ocurre con
manosa y 2DOG, y el hecho de que estas moléculas no pueden ser metabolizadas, pero si
fosforiladas, sentd las bases para profundizar en el estudio de la HXK como sensor de
glucosa, y en como se transduce en un cambio en la expresién de genes.

La otra aproximacidn, aparte de la farmacoldgica, fue la genética. La obtencion de
mutantes de A. thaliana con diferentes sensibilidades a la suplementaciéon del medio con
glucosa, ha permitido el estudio de la sefalizacién por azucares. Las plantas silvestres de
A. thaliana al ser crecidas en glucosa, reducen su desarrollo, mientras que plantas

mutantes en el gen de la HXK1 son plantas insensibles a glucosa, denominadas gin
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(glucose insensitive). La mutante gin 2-1 tiene una mutacién sin sentido en la HXK (Q432%*)
y la mutante gin 2-2 tiene una mutacién de cambio de sentido en la HXK (G416A), por lo

gue ambas plantas carecen de actividad de la HXK1 [Moore et al., 2003].

= o

4 x
Glucosa Glucosa / Genes que A
Manosa Manosa |/ responden a glucosa |\
2D0G 2D0G ‘
30MG 30MG '
6D0OG 6DOG

Hexocinasa

G6P Via de sefalizacion
M6P dependiente de HXK
2DOG6P

Via glucolitica

Fig. 8 Papel de la glucosa y sus analogos no metabolizables | Solo aquellos analogos de glucosa que son
fosforilables llevan a cambios en la expresién de genes, por lo que la sefalizacion depende de su
reconocimiento por la hexocinasa. Hay metabolitos intermediarios de la via glucolitica que pueden afectar la
expresion de genes en la planta, pero lo hacen a través de una via independiente de la HXK. Tomado de
Aguilera-Alvarado, 2017.

El fenotipo de las plantas gin 2-1 crecidas en cdmara ambiental en condiciones de
luz alta es notablemente diferente al de las plantas silvestres; las mutantes gin 2-1
muestran, hojas pequefas de color verde oscuro que en etapa de floracién su sistema de
raices, hojas, inflorescencias y peciolos son mds pequeiios, ademds de que la cantidad de
silicuas y semillas es menor (Figura 9A). Solo el numero de hojas y la cantidad de tricomas
se mantuvo sin cambio. La actividad de fosforilacion de glucosa de los extractos de las
plantas gin 2-1 es solo del 50 %, actividad que se debe a sus otras dos HXKs cataliticas.

El fenotipo observado en las plantas gin 2-1 no es atribuible a los efectos de Ia
glucosa en el crecimiento, ya que al crecer plantas silvestres y gin 2-1 en un medio con

nitrato (antagonista de los efectos de la glucosa) y glucosa no hay cambios en el fenotipo.
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Fig. 9. Fenotipo de plantas silvestres (WT), gin 2-1, gin 2 1 complementada con HXK1 silvestre y con HXK
mutadas en aminoacidos cataliticos | En el panel A se observan los fenotipos de las plantas silvestre (WT) y
gin2-1 crecidas bajo dos diferentes condiciones de luz, es claro que las plantas gin 2-1 en alta intensidad
luminosa son defectuosas en su desarrollo. En el panel B se muestra el desarrollo de las cinco plantas
cuando crecieron en agar al 1%. En el panel C se muestra la expresidén de genes fotosintéticos de las cinco
plantas cuando crecieron en agar al 1 % suplementado con glucosa al 2 %. CAA Anhidrasa carbdnica, CAB
proteina de unidn a clorofila y SBP sedoheptulosa bifosfatasa. Tomado de Moore et al., 2003.

Otra explicacion a los efectos en el fenotipo de las plantas es que el metabolismo
de la glucosa estaba reducido, para determinar si esto ocasionaba los cambios, el grupo de
la doctora Sheen produjo por mutagénesis dirigida dos mutantes de HXK: una sin sitio de
unién a ATP (G104D) y otra que evita la transferencia del grupo fosforilo a la glucosa
(5177A). Las plantas gin 2-1 complementadas con la HXK1 silvestre y con las HXK G104D y
HXK S117A, recuperaron la sensibilidad a la glucosa, asi como la acumulacion de clorofila
de manera similar a la planta silvestre (Figura 9B), ademds presentaron represién de los
genes fotosintéticos CAA, CAB2 y SBP (Figura 9C), sugiriendo que el metabolismo de la

glucosa no es el responsable de los fenotipos caracteristicos de la mutante y que AtHXK1
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es una proteina moonlighting, ya que percibe la abundancia de la glucosa y lleva a
cambios en la expresidon de los genes fotosintéticos [Moore et al., 2003].

La estrategia seguida por Moore y colaboradores (2003) ha sido utilizada
posteriormente para demostrar la existencia de HXKs sefializadoras en O. sativa, Nicotiana
tabacum, entre otras. El grupo del Dr. Jeon (Universidad de Kyung Hee, Corea del Sur)
comprobd que las hexocinasas 5 y 6 de arroz son capaces de actuar como sensores de
glucosa [Cho et al., 2009], y que NtHXK1 tiene capacidad sensora [Kim et al., 2013], ambos
utilizando plantas de A. thaliana, la mutante gin 2-1 y mutantes gin 2-1 complementadas
con las tres HXKs mencionadas.

Interesantemente, la mayoria de las HXKs sensoras son mitocondriales con excepcion
de OsHXK7, proteina citosélica [Kim et al., 2016]. Se desconoce por qué estds HXKs tienen
la capacidad de ser sensoras, pero se sugiere que por encontrarse en un lugar estratégico
para la produccidon de ATP e incluso los cambios en el estado redox de la célula, la
percepciéon de la abundancia de glucosa podria ser facilmente traducida desde la

mitocondria hacia cualquier otro compartimento celular.

4. Justificacion

En maiz se han caracterizado a seis hexocinasas, todas ellas cataliticas y que se
encuentran en diferentes compartimentos subcelulares; dos citosdlicas: ZmHXK7 y
ZmHXKS, y cuatro mitocondriales: ZmHXK4-6 y ZmHXK9 [Aguilera-Alvarado et al., 2019]
con ZmXHK6 como proteina que puede encontrarse en el nucleo [Herndndez-Loyola,
2019]. La produccién de mutantes en cada una de estas HXKs podria contribuir en el
entendimiento de su participacion fisioldgica en la planta.

Las mutantes por complementacién de las plantas gin 2-1 serian utiles para
dilucidar cudl o cudles de las HXKs de maiz son sensoras. El contar con plantas
sobreexpresoras en cada ZmHXK podria ser util para determinar si las HXKs ayudan a
incrementar el flujo metabdlico de carbono y asi mejorar crecimiento de la planta.
Mientras que las mutantes por remocion o silenciamiento de la HXKs, serian valiosas para

evaluar el papel fisiolégico de las HXKs.
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Como primer acercamiento para avanzar en el conocimiento de las HXKs de maiz
se complementaron a las mutantes gin 2-1 con cada una de las ZmHXKs. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue determinar si alguna HXK de maiz es sensora, y se realizé la
caracterizacion fenotipica y genotipica de las plantas complementadas con las HXKs

mitocondriales: ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9.

5. Hipoétesis
Las plantas gin 2-1 complementadas con ZmHXKs mitocondriales regresaran al
fenotipo silvestre de sensibilidad a glucosa, debido a que son proteinas sensoras de

glucosa.

6. Objetivos
6.1. Objetivo general

Identificar a las ZmHXKs sensoras de la abundancia de glucosa.

6.2. Objetivos particulares
* Corroborar que las plantas gin 2-1 fueron complementadas con ZmHXKs.
* Corroborar mediante PCR la presencia de ZmHXKs en las plantas
complementadas.
* Verificar mediante inmunoréplica tipo Western Blot la presencia de ZmHXKs en
las plantas complementadas.

* Comprobar la ausencia de AtHXK1 en las plantas complementadas.

* |dentificar a la ZmHXK sensora de la abundancia de glucosa.
* Determinar el fenotipo de las plantas complementadas con ZmHXKs en medio
suplementado con glucosa.
* Determinar el efecto de la glucosa sobre la expresidn de los genes fotosintéticos

en las plantas complementadas.
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7. Diseno experimental

Para cumplir los objetivos del trabajo se siguié el disefio experimental presentado
en la figura 10. Esencialmente el protocolo se dividié en dos partes: A. Corroborar que las
plantas carecen de AtHXK1 y que expresan a las HXKs de maiz y B. La identificacién de la

ZmHXK sensora.

‘ Hexocinasas sensoras de glucosa ‘

|
Y !

Comprobacion de la Identificacion de las
expresion de las ZmHXKs con capacidad
diferentes ZmHXKs sensora de Glc
Y Y L
Crecimiento de plantas Crecimiento de plantas Crecimiento de plantas
silvestres y mutantes en silvestres y mutantes en silvestres y mutantes en
maceta placa maceta
\ v \ 1Al
Extraccion de mRNA Extraccion de proteina total Extraccién de mRNA Registro fqtqgraflco del
crecimiento
\/ \ \
Sintesis de cDNA Cuantificacién de Proteina Sintesis de cDNA
\/ \/ Y
Reacu_on en Cadena de la Corrimiento de geles Reac_cmn en Cadena de la
Polimerasa para las SDS-PAGE Polimerasa para genes
diferentes HXKs fotosintéticos
\/
Inmunoréplica tipo Western

Fig. 10 Diagrama de flujo del disefio experimental de este trabajo | El diagrama experimental abarca dos
grandes secciones en la primera la metodologia realizada para corroborar que las plantas expresan a las
diferentes HXKs de maiz y en la segunda se muestra la metodologia realizada para identificar a la(s) HXK(s)
sensora(s) de glucosa.

8. Materiales y Métodos
8.1. Material Vegetal
Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Landsberg y cinco mutantes

diferentes: la mutante gin 2-1 [Moore et al., 2003] y las mutantes gin 2-1 complementadas
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con alguna de las HXKs producidas previamente en el grupo de trabajo por Aguilera-
Alvarado: ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXKO.

Desinfeccion de semillas.- En condiciones asépticas se transfirid a un microtubo
estéril de 1.5 mL la cantidad de semillas necesarias para alcanzar la marca de 100 uL del
tubo, se le agregd 1 mL de hipoclorito de sodio al 20 % v/vy 1 uL de Tween 20 al 0.1 % v/v
y se agitaron mecanicamente durante 30 min y posteriormente se centrifugaron durante
10 s en una minifuga. Se retird el liquido, se agregd 1 mL de agua estéril, se agitd
mecdanicamente durante 5 min y se centrifugaron. Este proceso de lavado se repitié cuatro
veces mas y finalmente las semillas se resuspendieron en 1 mL de agua estéril y se
almacenaron a 4 °Cy protegidas de la luz hasta su uso.

Crecimiento en maceta.- Para el crecimiento en maceta, estas se crecieron en dos
condiciones de luz distintas: fotoperiodo largo y fotoperiodo corto. Para ambas
condiciones el sustrato era una mezcla de tres partes de tierra Sunshine (Sunshine, Sun
Gro Horticulture, Canada Ltd), una parte de Vermiculita (Sunshine, Sun Gro Horticulture,
Canada Ltd) y una parte de Agrolita (Dicalite de México S. A. de C. V., Tlalnepantla, Estado
de México).

Para las condiciones de fotoperiodo corto se sembraron tres lotes de 15 semillas
de cada uno de los seis diferentes genotipos durante cuatro semanas bajo un fotoperiodo
de 8 h luz/16 h oscuridad, a 22 °C y fueron regadas con agua de grifo cada 3 dias o cuando
se percibieran que el sustrato estaba seco. Después de las cuatro semanas, las plantulas se
transfirieron a macetas individuales cambiando las condiciones a fotoperiodo natural en
invernadero y alternando el riego con agua y soluciéon Hoagland (Anexo I).

Para las condiciones de fotoperiodo largo, se sembré un lote de 15 semillas de
cada uno de los seis diferentes genotipos durante 23 dias bajo un fotoperiodo de 18 h
luz/6 h oscuridad, a 22 °C y fueron regadas con agua de grifo segin se menciond
anteriormente.

Crecimiento en caja.- Para determinar la longitud radicular de las seis lineas, se
sembraron semillas previamente desinfectadas en cajas cuadradas con agar al 1 %, medio

MS o medio Gamborg sin ningln otro componente afiadido o con glucosa o manitol al 2
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%. Las cajas con semillas se colocaron durante tres dias a 4 °C, protegidas de la luz.
Después de este periodo, las cajas se colocaron en un estante de manera vertical y se
dejaron crecer en una camara ambiental durante 14 dias, en un fotoperiodo de 8 h luz 'y
16 h (fotoperiodo corto) en oscuridad a una temperatura de 22 °C.

Para determinar la expresidn de genes fotosintéticos de las seis lineas, estas se
hicieron crecer en cajas circulares con medio MS 0.5x y con glucosa o manitol al 6 %, el
proceso de desinfeccion y mantenimiento a 4 °C se realizd6 como se describid
anteriormente y se dejaron crecer las plantas durante 20 dias bajo condiciones de luz

continuaya 22 °C.

8.2. Obtencidn, cuantificacion y comprobacién de la integridad del RNA

Las plantulas completas fueron congeladas con N, liquido y se pulverizé en un
mortero estéril, frio y previamente lavado con Cloralex®, se agregd 1 mL de Trizol
(Thermo Fisher Scientific) al tejido pulverizado en el mortero, y una vez descongelada la
muestra se colocé en un tubo de microfuga de 1.5 mL estéril. El tubo se centrifugd
durante 15 min y 4 °C a 13000 rpm y el sobrenadante se transfirio a otro tubo de
microfuga, después se le agregaron 200 uL de una mezcla Fenol:Cloroformo:Alcohol
isoamilico (25:24:1) y se agitdé manualmente por 15 s. El tubo se volvié a centrifugar a
13000 rpm y 4 °C, esta vez durante 10 min. El sobrenadante se colocé en otro tubo de
microfuga, se le agregaron 400 uL de cloroformo y se agit6 manualmente por 15 s, el
lavado con cloroformo y la centrifugacién se repitieron y el sobrenadante se pasé a otro
tubo de microfuga para agregarle 200 uL de isopropanol, el tubo se agitd en vodrtex
durante 15 s y se dejo incubando a temperatura ambiente por 10 min, después se
centrifugd durante 10 min a 4 °C y 13000 rpm. El sobrenadante se deseché evitando tirar
el botén formado y este se lavd agregandole 1 mL de etanol al 70% y volviéndolo a
resuspender para volver a centrifugarlo y tirar el sobrenadante. Finalmente, el botén se
dejé secar y una vez seco, se resuspendid en 20 ul de agua libre de RNasas (Anexo IV).

Se determind la cantidad de RNA de cada muestra en un NanoDrop 2000

Spectrophotometer (Thermo Scientific) mediante absorbancia a 260 nanémetros. Para la

26



evaluacién de la integridad del RNA, se mezclé el volumen necesario para obtener 1.5 ug
de RNA, 5 uL de amortiguador de carga 6x (Thermo Scientific) y el volumen necesario de
agua libre de nucleasas para un volumen final de 30 uL. Las muestras se resolvieron en un
gel de agarosa al 2 % (Anexo IV) a 80 V por 45 min. Se usé amortiguador de corrida TAE 1x
(Anexo IV). La integridad de las bandas de las subunidades ribosomales 18S y 28S se

evalud con la ayuda de un transiluminador ChemiDoc System, BioRad.

8.3. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se empled la transcriptasa reversa (RT). Se utilizd el
volumen necesario para tener 4 ug de RNA, este se mezcld con 4 plL de Oligo dT 20 uM
(SIGMA) y el volumen necesario de agua libre de nucleasas para obtener un volumen final
de 40 pL. Se incubd a 70°C por 5 min y después 5 min en hielo.

A la mezcla anterior se le agregaron 40 uL de la siguiente mezcla de reaccion: 16 plL
de amortiguador ImProm 5x (Promega), 9.6 uL de MgCl, 25 mM, 4 uL de dNTPs (10 mM), 4
uL de RT (Promega) y el volumen necesario de agua libre de nucleasas para un volumen
final de 40 pL. Las condiciones que se utilizaron para la retrotranscripcion fueron las

siguientes:

Tabla 3 | Condiciones para la sintesis de cDNA

Ciclos Temperatura Duracion
1 25°C 5 min
1 42 °C 60 min
1 70 °C 15 min
1 4°C o0

8.4. Determinacion de la expresion de las HXKs y genes fotosintéticos mediante PCR

de punto final
Una vez sintetizado el cDNA, se realizé un PCR para determinar la expresiéon de
AtHXK1, ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9 y de los genes fotosintéticos CAA, CAB y
SBP, utilizando ubiquitina (UBQ) como gen enddgeno. Los oligonucleétidos fueron

disefiados utilizando los recursos en linea Primer3Plus (www.bioinformatics.nl/cgi-
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vin/primer3plus/primer3plus.cgi) para obtener la secuencia de los oligonucledtidos

sentido y antisentido y ademas se us6 el programa OligoAnalyzer

(www.idtdna.com/calc/analyzer) para comprobar la temperatura de alineamiento y que

los oligonucledtidos no formaran estructuras secundarias. Las condiciones de

amplificacién se muestran en las tablas 4, 5y 6.

Tabla 4 | Oligonucleétidos utilizados para la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa. También se

Numero de acceso en

Ensembl Plants

muestran algunas de sus caracteristicas generales.

Sentido

Secuencia

Tamaiio de
amplicon

Sentido 5’ ~-GGATGGTGGATTGTTTGAGC-3"

AR, ML Antisentido | 5’ ~-GAGTGAGAAGCAGCAAGAAGC-3 156 pb
Sentido 5’ -GGTGGAAAACATTGTGGTGA-3’

G AT Antisentido 5’ ~CACATTCACTGCCTCCCTTT-3’ 208 pb
Sentido 5’ ~-GGTTCAAGGCAGGATCTCAA-3"

(G AR Antisentido 5’ ~AGAGGACCACCTCCGATTCT-3’ 57 ple
Sentido 5’ ~GCACAAGCAACTCCTGACAA-3’

Sl At3g55800.1 Antisentido 5’ ~GCAAAGCCTCAAAGAGAAGC-3"’ 181 pb
Sentido 5’ —~CAACCCTTCATTTGGTGCTT-3’

UBQ At5g20620.2 Antisentido 5’ -GTCTCTGCTGATCTGGTGGA-3’ 162 pb
Sentido 5’ -GTGATCGAGGAGGTCGAGAG-3"’

ZmHXK4 GRMZM2G058745 T02.1 Antisentido B¢ —ARCAGCCCATGTTCATCTCC- 3" 173 pb
Sentido 5’ -GTGTGCTGCGAGTCCAACTA-3’

ZmHXK5 GRMZM2G432801 T01.1 Antisentido 5! GEAMGGAAAACGTGAAACCA-3' 213 pb
Sentido 5’ ~CATTGCTGCTGAGTTGGAAA-3’

ZmHXK6 GRMZM5G856653 T01.1 Antisentido S OTTTCCATGGCCCTACTCAR 37 213 pb
Sentido 5’ ~-TTCAGTTGCATCTGGCACTC-3’

ZmHXK9 GRMZM2G171373_T03.1 Antisentido B¢ —CATATCTCCCAGCAGCCAAT-3' 173 pb

Tabla 5 | Condiciones utilizadas para la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa para los genes CAA, CAB,
SBP, UBQ, ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9

Ciclos Temperatura Duracion Evento
1 94 °C 3 min Desnaturalizacidn inicial
98 °C 30s Desnaturalizacién
35 55 °C 1 min Alineamiento
72 °C 1 min Extension
1 72 °C 10 min Extension final
1 4 °C 0 _
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Tabla 6 | Condiciones utilizadas para la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa para el gen AtHXK1

Ciclos Temperatura Duracion Evento
1 94 °C 3 min Desnaturalizacidn inicial
98 °C 30s Desnaturalizacién
25 55°C 1 min Alineamiento
72 °C 1 min Extension
1 72 °C 10 min Extension final
1 4 °C 0 _

Se comprobd la existencia del producto de amplificacion para cada par de
oligonucleétidos en un gel de agarosa al 2 % a 80 V por 45 min, utilizando el marcador de
peso molecular de 100 pares de bases (PROMEGA) y el amortiguador de corrida TAE 1x. La
integridad de las bandas se evalud con la ayuda de un transiluminador ChemiDoc System,

BioRad.

8.5. Obtencidn y cuantificacidn de proteina total de tejido vegetal

Se peso el tejido vegetal y con ayuda de un mortero y pistilo, utilizando nitrégeno
liquido, éste se pulverizd hasta tener un polvo fino, el cual se transfirié a un tubo de
microfuga de 1.5 mL hasta llegar a la primera marca, el tubo se llené con 4cido
tricloroacético al 10 % (v/v) en acetona (Anexo V) y se agité en vortex por 15 s.
Posteriormente los tubos se centrifugaron a 12000 g y 4 °C durante 10 min y el
sobrenadante se desechd. Los tubos se llenaron con acetato de amonio 0.1 M en metanol
al 80 % v/v (Anexo V), se agitaron en vértex por 15 s y se centrifugaron siguiendo las
mismas condiciones anteriormente mencionadas, nuevamente el sobrenadante se
descarto, los tubos se llenaron con acetona 80 % v/v (Anexo V), se agitaron con voértex
hasta que el botdn se dispersé completamente y se volvieron a centrifugar. Después de la
centrifugacién, se descartd el sobrenadante, se dejo secar el botén al aire a temperatura
ambiente y cuando estuvo seco, se llenaron los tubos con una mezcla 1:1 de
fenol:amortiguador denso SDS (Anexo V), se agitaron en vortex por 20 s y se dejaron
incubar por 5 min para después centrifugarlos a 12000 g y 4 °C por 10 min. Posterior a la
centrifugacién, la fase superior se transfirié a otro tubo de microfuga, y cada uno de los

tubos fue llenado con acetato de amonio 0.1 M en metanol al 80 % y se incubaron a -20 °C
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durante toda la noche, al dia siguiente se centrifugaron a 12000 g y 4 °C durante 15 miny
se descarto el sobrenadante. El botén se lavd una vez con metanol y una vez con acetona,
resuspendiendo los botones y volviéndolos a centrifugar a 12000 g, 4 °C por 10 min. El
botdn lavado se dejé secar al aire, se resuspendié en amortiguador de fosfatos 100 mM
pH= 8.0y se cuantificé la cantidad de proteina en cada muestra.

La cuantificacion de proteina se llevd a cabo utilizando el método de Bradford
adaptado a microplacas de 96 pozos. La absorbancia producida por la reaccion entre el

reactivo de Bradford (BioRad) y la muestra se leyé a una longitud de onda de 595 nm.

8.6. Resolucidn de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS

Se hizo un gel de acrilamida al 12 % y 0.75 mm de grosor (Anexo VI) y se utilizé el
marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standard, Dual Color de BioRad. El gel
se corrio a 60 V hasta pasar el gel concentrador y a 85V a lo largo del gel separador. El gel
se puso en contacto con la solucién fijadora (Anexo VI), en agitacién durante toda la
noche. Transcurrido ese tiempo, la solucion se decantd y se le agregd al gel solucién
tefiidora (Anexo VI), se dejdé reposando en agitacién durante 2 h y posteriormente la
solucién tefiidora se retird y se agregd solucidon desteiidora hasta que el fondo fuera
traslucido o claro (Anexo VI). Se obtuvo un registro fotografico del gel tefiido con azul de

Coomasie con el equipo ChemiDoc System, BioRad.

8.7. Inmunoréplica tipo Western

Las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida-SDS se transfirieron a una
membrana PVDF de 0.45 um (Immobilon-P Transfer Membranes, Merck Millipore) de la
siguiente manera: El gel sin fijar ni tefiir se sumergié en amortiguador de transferencia
(Anexo VII) durante 30 min a temperatura ambiente vy agitacién constante.
Posteriormente el gel se colocd en un casete de plastico que contenia en orden
ascendente: una esponja, hoja de papel filtro, el gel, una hoja de membrana de PVDF, hoja
de papel filtro y una esponja. Los elementos anteriormente mencionados se

humedecieron con el amortiguador de transferencia y, ademads, antes de humedecer la
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membrana, esta se dejo remojar con metanol por 5 min. El casete se colocé en la cdmara
de electrotransferencia de manera que éste quedara orientado hacia el catodo y la
membrana de PVDF hacia el dnodo, la electrotransferencia se realizé a 22 V durante 90
min. Después la membrana se lavd con agua, se le afadié 4 mL del primer reactivo del
Sistema Western Blot Signal Enhancer (Pierce®) y se dejé actuar por 2 min, se realizaron
cinco lavados consecutivos con agua, se afiadieron 4 mL del segundo reactivo del Sistema
Western Blot Signal Enhancer (Pierce®), se dejé actuar por 10 min y se lavd cinco veces
con agua.

Para la inmunodeteccién, la membrana se colocé en 10 mL de solucidn
bloqueadora (Anexo VII) durante 1 h y se mantuvo en agitacidon constante a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavd tres veces durante 5 min con 10
mL de TTBS (Anexo VII). Una vez lavada la membrana, se le afiadieron 2 mL de anticuerpo
anti-V5 (monoclonal de ratén, Santa Cruz) a una dilucion 1:2000 y se dejd interactuar
durante toda la noche a 4 °C y agitacidn constante. Posteriormente, se lavd la membrana
3 veces con 10 mL de TBS durante 5 min cada lavado y 2 veces con 10 mL de TTBS durante
5 min, se agregd el segundo anticuerpo (IgG-AP anti-conejo producido en cabra DE
Millipore) a una dilucién 1:5000, se dejé interactuar por 4 h a temperatura ambiente bajo
agitacion constante y se realizaron lavados de TBS y TTBS como anteriormente se
menciond. La membrana se revelé mezclando 75 pL de NBT en dimetilformamida al 70 %
con 75 pL de BCIP disuelto en dimetilformamida en 10 mL de solucién PBS y se dejo

interactuar hasta la aparicion de bandas de suficiente intensidad.

8.8. Medicion de la longitud radicular
Alos 4,5, 6,7y 14 dias de crecimiento, se tomd registro fotografico de las plantas
crecidas en diferentes medios y con diferentes carbohidratos. Se utilizd el software de

licencia libre, ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/?), desarrollado por el National Institute of

Health. Se utilizd como longitud conocida la cuadricula presente en cada caja Petri, en

donde el largo de cada lado de los cuadrados pequefios es de 1.33 cm.
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8.9. Generacidn de graficos y andlisis estadistico
Para la elaboracion de las curvas de la longitud radicular y su respectivo analisis

estadistico se utilizd el software Prism 8 (http://graphpad.com/scientific-software/prism/)

desarrollado por GraphPad Software, Inc.

9. Resultados
9.1. Comprobacidn de la expresidn de las diferentes ZmHXKs
9.1.1. Comprobacidon de la presencia de ZmHXKs en plantas complementadas
mediante PCR
Para identificar si las plantas mutantes complementadas con ZmHXKs previamente
producidas en el grupo de trabajo adn conservaban la mutacidn, se amplificé por PCR cada

uno de los cuatro genes de las ZmHXKs (Figurall).
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Fig. 11 Corrimiento electroforético del producto de PCR para cada una de las ZmHXKs presentes en las
plantas gin 2-1 complementadas con las ZmHXKs | Se extrajo el RNA de plantas gin 2-1 complementadas
con ZmHXK4, 5, 6 y 9, se obtuvo el cDNA de cada muestra y luego el cDNA fue sometido a la PCR para
amplificar la ZmHXK especifica. Se muestra el producto de la amplificacidon.

9.1.2. Comprobacidon de la presencia de ZmHXKs en plantas complementadas
mediante Western Blot

Con la finalidad de demostrar la presencia de las ZmHXKs como proteina en las

plantas complementadas, se extrajo la proteina total de cada una de las seis lineas de

plantas conforme la metodologia descrita en materiales y métodos, después de su
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cuantificacién, se procedié a elaborar un gel de poliacrilamida-SDS para separar a las
proteinas. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a membrana de PVDF y se
detecté a las ZmHXKs utilizando un anticuerpo que reconoce la secuencia V5 que se
adicion6 a cada una de las proteinas. En la figura 12 se muestra que todas las plantas

contenian ZmHXK recombinante.
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Fig. 12. Identificacion de las HXKs recombinantes en las seis diferentes lineas de plantas utilizadas|

A. Inmunoréplica tipo Western para detectar a la HXK recombinante con el epitope V5, el que se encuentra
unido por la regién carboxilo terminal a cada una de la cuatro ZmHXKs. En el primer carril se muestra el
marcador de peso molecular o PM; y en los siguientes se separaron los extractos proteicos de las plantas
completas plantas silvestres; plantas complementadas con (Comp-c/) ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 vy
ZmHXK9. B. Gel de poliacrilamida-SDS que muestra la separacidon de las proteinas del extracto total de
plantas silvestres y complementadas con ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9. Las proteinas se tifieron
con azul de Coomasie.
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9.1.3. Comprobacidn de la ausencia de AtHXK1 en plantas complementadas

Las plantas silvestres de A. thaliana expresan a AtHXK1 completa, proteina de 496
aminodacidos, mientras que las mutantes gin 2-1 expresan una proteina 64 aminoacidos
mas corta, aunque se ha planteado que el mRNA que se produce de esta versién mas
corta del gen es menos estable [Maquat, 2002; Brogna & Wen, 2009; Rayson et al., 2012;
Shaul, 2015]. Las mutantes complementadas con ZmHXKs fueron disefiadas sobre un
contexto genético gin 2-1.

Para corroborar que las plantas gin 2-1 con o sin complementar con las ZmHXKs
expresaban a la AtHXK1 se realizd la reaccion de PCR. En la figura 13 se muestra el
producto de PCR para la AtHXK1 de cada una de las seis lineas utilizadas. Se observa que
en todas las lineas hay expresién de la AtHXK1, aunque en mayor proporcidn en plantas
silvestres. Lo que corrobora que cada una de las lineas de Arabidopsis son mutantes gin2-

1 complementadas con ZmHXK.
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Fig. 13 Corrimiento electroforético del producto de PCR para AtHXK1 | En el panel A se observa el estandar
de peso molecular (PM) y el producto de PCR para comprobar la ausencia de AtHXK1 en plantas silvestres
(Wt), gin 2-1 y las plantas complementadas con cada una de las ZmHXKs. En el panel B se muestra el control
para cada mutante la expresion de ubiquitina como gen enddégeno.

9.2. Identificacidon de la ZmHXK sensora de la abundancia de glucosa
Con el fin de conocer el fenotipo de las cuatro plantas genéticamente modificadas
y compararlas con las gin2-1 y las plantas silvestres, todas las lineas se hicieron crecer

tanto en cajas Petri como en maceta. Ademas, era importante determinar cudl(es) de las
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ZmHXKs mitocondriales era sensora de la abundancia de glucosa. Por lo que las semillas
de Arabidopsis fueron crecidas en cajas con medios suplementados con glucosa al 2 %
usando como lote control semillas que fueron sembradas en manitol al 2 % y en
fotoperiodo de dia corto, dia largo y luz continua. En presencia de glucosa las plantas de
Arabidopsis silvestres deben percibir su presencia y crecer pobremente, mientras que las
Arabidopsis gin 2-1 en las que no se encuentra AtHXK1, HXK sensora, son insensibles a la

presencia de glucosa por lo que se desarrollan mas que las silvestres [Moore et al., 2003].

9.2.1. Determinacidn del fenotipo de las plantas complementadas con ZmHXKs

en medios suplementados con glucosa

Se sembraron semillas de las plantas modificadas genéticamente y de la planta
silvestre en tres diferentes medios: A) uno sin sales, agar al 1%, B) en medio Gamborg
(Anexo 1), el cual contiene diferentes sales (incluyendo amonio y nitratos como fuente de
nitrogeno) ademas de vitaminas, y C) un medio adicionado con sales, pero sin vitaminas,
medio MS (Anexo Ill). Las semillas fueron crecidas en cada uno de los medios
suplementados o no con glucosa al 2 % o manitol al 2 %. Las curvas del crecimiento
radicular de las plantas en los diferentes tratamientos se muestran en la figura 14,
mientras que el registro fotografico se muestra en el Anexo VIII.

Las seis lineas de plantas que crecieron en agar sin carbohidrato a los 4 y 7 dias
presentan un crecimiento similar, aparecen las hojas cotiledonares y la raiz. La presencia
de glucosa reduce el crecimiento aéreo sobre todo en las silvestres y gin 2-1 tanto a los 4
como a los 7 dias de crecimiento, incluso algunas de las plantas presentan una coloracién
morada.

En cuanto al crecimiento radicular se observa que las plantas silvestres presentan
raices mas largas que las plantas gin2-1 y que las complementadas (Fig. 14 y Tabla 7). Al
anadir glucosa, como se esperaba las plantas silvestres reducen el crecimiento radicular, y

las gin2-1 y las complementadas presentan un crecimiento mayor que las silvestres.
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Tabla 7 | Efecto de diferentes medios en el crecimiento radicular de las plantas de Arabidopsis silvestres
(wt), gin2-1 y complementadas con ZmHXKs (comp) crecidas por 7 dias.

‘ Medio ‘ Agar

adicionado comp ginz-l
- ++++ |+ +++ +H+++ | ++ ++++ +++ | ++ ++
Glucosa ++ +++ +H+++ ++++ A R
Manitol | ++++ | +++ ++ ++ + ++ ++ +++ +++

En el medio Gamborg la parte aérea es mds abundante que en agar y en MS, aln
mas cuando se adiciona glucosa, pero no hubo plantas moradas. En cuanto a la zona
radicular tanto las plantas silvestres como las complementadas crecen mas en el medio
Gamborg. Mientras que en medio Gamborg glucosa, las plantas silvestres presentan raices
pequeias y las plantas complementadas crecen tanto o mas que las gin2-1. El manitol se
usa habitualmente como control de osmolaridad en estos ensayos, sin embargo,
observamos que tiende a reducir el crecimiento de la planta si lo comparamos con el
Gamborg solo.

Las semillas germinadas en medio MS producen plantas mds grandes que en agar
debido, probablemente, a la presencia de nitrégeno, aunque la parte aérea de estas
plantas son mas pequefas que las encontradas en medio Gamborg. Se observan raices
secundarias. Ademas, es claro que la adicién de glucosa al medio MS lleva a la reduccién
del crecimiento de las plantas silvestres y las plantas gin2-1 y las complementadas crecen
mas.

En conclusidn, la parte aérea de las plantas no se observaron diferencias entre las
Arabidopsis silvestres y las diferentes mutantes al crecer las plantas en un medio
adicionado con glucosa comparado con agar, Gamborg y MS bajo un fotoperiodo de 8 h
luz y 16 h oscuridad por 4 y 7 dias a 22 °C. Sin embargo, es claro que cualquiera de los
medios adicionado con glucosa produce una reduccion del crecimiento de la raiz principal

de las plantas silvestres y no en las gin2-1 y complementadas (Figura 14 y Tabla 7).
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Fig. 14 Longitud radicular de las plantulas a diferentes tiempos y en tres diferentes medios Se utilizé la prueba t con un intervalo de confianza

de p=0.05
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9.2.2. Determinacidn del fenotipo de las plantas complementadas con ZmHXKs

en maceta
Con el objetivo de registrar y describir el fenotipo de las plantas mutantes a
tiempos prolongados de crecimiento, estas se crecieron en maceta bajo un fotoperiodo de
8 h luz/16 h oscuridad a 22 °C. En la figura 15 se muestran las plantas de las cuatro
diferentes lineas que expresan a las ZmHXKs a los tres meses de edad, ademas de la planta

silvestre y la mutante gin 2-1.

Fig. 15 Fenotlpo de Ias plantas snlvestre y mutantes cremdas en maceta | Se muestra el fenotlpo de las seis
lineas utilizadas a los tres meses de edad cuando fueron crecidas en cdmara ambiental durante el primer
mes, bajo condiciones de luz y temperatura controlada (8 h luz/16 h oscuridad, 22 °C) y los dos meses
restantes en fotoperiodo natural a una temperatura de 22 °C. Se indica con flechas los peciolos.

El tamafno de las hojas y los peciolos es menor en todas las plantas genéticamente
modificadas, incluyendo la mutante gin 2-1, comparadas con la planta silvestre (Figura

15). En un acercamiento a las hojas de cada una de las plantas, se observa que la cantidad

40



de tricomas (estructura tipo pelo) y el nimero de hojas no varia respecto a la planta

silvestre, como se observa en la figura 16.

Fig. 16 Fenotipo de las plantas silvestre y mutantes crecidas en maceta | Se muestra un acercamiento de
las hojas de cada una de las diferentes lineas de plantas utilizadas y mostradas en la figura 15, en donde se
puede observar la cantidad de tricomas. A — planta silvestre, B — planta gin 2-1, C — planta gin 2-1
complementada con ZmHXK4, D — planta gin 2-1 complementada con ZmHXK5, E — planta gin 2-1
complementada con ZmHXK6 y F — planta gin 2-1 complementada con ZmHXK9.
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9.2.3. Fenotipo de plantas gin 2-1 complementadas con ZmHXKs en condiciones

de dia largo
De acuerdo con Cho y colaboradores (2009) y Kim y colaboradores (2013), el
fenotipo de las plantas gin 2-1 complementadas con hexocinasas exdgenas es mas notorio
cuando estas se hacen crecer en condiciones de dia largo, es decir 18 h luz y 6 h oscuridad,
por lo que se decidid sembrar semillas bajo dichas condiciones. En la Figura 17 se

muestran los fenotipos de las seis diferentes lineas de plantas.

Silvestre
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gin 2-1 complementada con ZmHXK6

Fig. 17 Fenotipo de las plantas silvestres y mutantes crecidas en macetas en condiciones de luz
prolongada | Se muestra el fenotipo de las seis lineas utilizadas a los 23 dias de edad, crecidas en camara
ambiental bajo condiciones de luz y temperatura controladas (18 h luz/6 h oscuridad y 22 °C).
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Las plantas silvestres son de mayor tamafo que las otras plantas, también el
nimero, tamafo de hojas y el largo de los peciolos es mayor. Pero a pesar del tamafio
menor de hojas, se encontré que algunas de las plantas mutantes complementadas con
ZmHXKS5 vy todas las plantas complementadas con ZmHXK6 presentaban inflorescencias,
asi como también presentaban hojas caulinas (hojas a lo largo del tallo), lo cual no ocurre
en las plantas silvestres. Adicionalmente, algunas de las hojas de la mutante
complementada con ZmHXKS5 son de color café y el color de las todas hojas de la mutante

complementada con ZmHXK9 es de un verde mas oscuro que las de las otras plantas.

9.2.4. Determinacion del efecto de la glucosa sobre la expresion de los genes

fotosintéticos en las plantas complementadas

El laboratorio del Dr. Jeon [Cho et al., 2009; Kim et al., 2013], indica que el efecto
de la glucosa sobre la expresién de los genes fotosintéticos se puede apreciar cuando
plantas mutantes gin 2-1 complementadas con HXKs heterdlogas crecen en condiciones
ininterrumpidas de luz y concentracién alta de glucosa (6 %). Los resultados de
crecimiento de las plantas de los diferentes genotipos en dichas condiciones por 23 dias se
muestran en la figura 18.

Las plantas de A. thaliana silvestres crecidas en glucosa muestran un fenotipo de
crecimiento retrasado y sin desarrollo de los cotiledones, fenotipo denominado de
sensibilidad a glucosa. Las plantas gin 2-1 en glucosa muestran una raiz mas larga y hojas
cotiledonares grandes y de color verde. Mientras que las plantas gin 2-1 complementadas
con las ZmHXK4, 5, 6 y 9 presentan un fenotipo similar a las plantas silvestres, lo que

sugiere que estan percibiendo la abundancia de glucosa ya que son HXKs sensoras.
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Fig. 18 Fenotipo de las plantas silvestre y mutantes crecidas en placa en condiciones de luz continua | Se
muestra el fenotipo de las seis lineas utilizadas a los 23 dias de edad, crecidas en cdmara ambiental bajo luz
continua y a 22 °C. Todas las cajas contenian medio MS al 0.5x, la serie A tiene glucosa al 6% y la serie B
tiene manitol al 6%. Los numeros indican la linea de planta: 1 — Silvestre, 2 — gin 2-1, 3 — gin 2-1
complementada con ZmHXK4, 4 — gin 2-1 complementada con ZmHXK5, 5 — gin 2-1 complementada con
ZmHXK6 y 6 — gin 2-1 complementada con ZmHXK9.

Para corroborar que efectivamente las ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9 son
sensoras se procedié a comprobar la expresidn de los genes fotosintéticos CAA, CAB y SBP
mediante PCR utilizando cDNA sintetizado a partir de RNA de las plantas mostradas en la
figura 18. Los productos de amplificacién se muestran en la figura 19. Como se observa
cuando las plantas crecidas en manitol presentan una mayor expresién de los genes
fotosintéticos (Figura 19A) que aquellas plantas que crecieron en presencia de glucosa
(Figura 198B).

Por lo tanto, los fenotipos de las plantas y la represion de genes fotosintéticos
indican que ZmHXK4 ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9 son proteinas sensoras de la

abundancia de glucosa.
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Fig. 21 Corrimiento electroforético de los productos de PCR para los genes fotosintéticos analizados | A
corrimiento electroforético de los productos de PCR para los genes fotosintéticos utilizando cDNA
sintetizado a partir de RNA extraido de plantulas crecidas en Medio MS al 0.5x y manitol al 6 %. B muestra el
corrimiento electroforético de los productos de PCR para los genes fotosintéticos utilizando cDNA
sintetizado a partir de RNA extraido de plantulas crecidas en Medio MS al 0.5x y glucosa al 6 %.

10. Discusion
10.1. Confirmacion de la complementacion de plantas gin 2-1 con ZmHXKs

Pocos estudios se han realizado sobre la caracterizacion de las HXKs en plantas de
interés agrondmico, nuestro grupo ha contribuido con la caracterizacién bioquimica de las
HXKs en maiz. La capacidad catalitica de seis HXKs de maiz fue demostrada y se
obtuvieron sus valores de K, para glucosa, fructosa, manosa y ATP, pudiéndolas separar
en tres grupos: uno con una actividad marginal, con un solo miembro: ZmHXK9, un
segundo grupo con enzimas con alta afinidad por los azlcares formado por ZmHXK4,
ZmHXKS5, ZmHXK6 y ZmHXK7 y el dltimo con un miembro con muy baja afinidad por todos
los sustratos probados, pero mas aun por fructosa ZmHXK8. En cuanto a localizacién, se
encontré que ZmHXK7 y ZmHXK8 son HXKs citosélicas y las otras cuatro se localizan en la
mitocondria [Aguilera-Alvarado et al., 2019]. Continuando con la caracterizacién de las
HXKs también se explord la posibilidad de que pudieran ser HXKs sensoras [Aguilera-

Alvarado et al., 2019].
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Para identificar a las HXKs sensoras, la estrategia experimental que se sigue es
complementar a las mutantes gin 2-1 con la HXK de la que se tiene interés de conocer esa
capacidad. Las mutantes gin 2-1, son plantas de Arabidopsis que presentan a una AtHXK1
con una mutacion sin sentido, Q432%*, ese tipo de mutaciones pueden llevar a menores
niveles de expresion del gen en cuestidon debido a inestabilidad del mRNA, en un proceso
llamado decaimiento del mRNA [Maquat, 2002; Brogna & Wen, 2009; Rayson et al., 2012;
Shaul, 2015]. Se corrobord en este trabajo que en las plantas gin 2-1 hubo una nula o baja
expresion de AtHXK1, una HXK sensora de Arabidopsis. Se conoce que la ausencia de
AtHXK1 reduce la sensibilidad a la glucosa, por lo que las plantas de Arabidopsis silvestres
normalmente responden retrasando su crecimiento al crecerlas en glucosa, mientras que
las plantas gin 2-1 contindan su crecimiento, ademds estas ultimas son incapaces de
reprimir la expresidn de algunos genes fotosintéticos [Moore et al., 2003].

Aguilera-Alvarado (2019) obtuvo las semillas gin 2-1 complementadas con
ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9 y realizé un analisis exploratorio para identificar a
las HXKs sensoras.

En este trabajo fueron varias las razones para buscar la capacidad sensora en las
HXKs mitocondriales de maiz: a) la mayoria de las HXKs sensoras en plantas se encuentran
en ese compartimento celular (Aguilera-Alvarado y Sanchez-Nieto, 2017); b) el anélisis in
silico de ZmHXK4, ZmHXK5 y ZmHXK6 sugiere la presencia de una sefial de localizacién
nuclear o NLS, misma que se encuentra adyacente a la sefial de anclaje a la mitocondria o
mTP (Hernandez-Loyola, 2019), sugerente de que podria formar parte del complejo
represor que se encarga de regular algunos genes fotosintéticos; c) la mutante
ZmHXK6A30 pierde la mTP y cambia su localizacién de la mitocondria al nucleo
(Hernandez-Loyola, 2019). Por lo que es posible que ZmHXK6 y las enzimas que son mas
similares a ella presenten capacidad sensora.

En la presente tesis se continud la caracterizacidon de las semillas producidas por
Aguilera-Alvarado (2019), y para ello se tomaron las semillas de la generacién T4 de las
cuatro lineas de mutantes, se crecieron y se compararon con las plantas silvestres y las gin

2-1 sin complementar. Las plantas gin 2-1 complementadas con ZmHXKs presentaron

49



bajos niveles de AtHXK1, similar a las plantas gin 2-1, como era de esperarse puesto que
ese era el fondo genético usado. Ademas, los transcritos de cada una de las lineas
expresaba una ZmHXK, esto evaluado por PCR y también se encontré a la proteina
recombinante, evaluado por inmunoréplica tipo Western. Por lo que se confirma que se
tienen cuatro mutantes, plantas gin 2-1 complementadas con alguna de las cuatro HXKs:
ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9. Aunque no se determind si la capacidad de

fosforilar hexosas aumentaba en estas plantas.

10.2. Fenotipo de las plantas gin 2-1 complementadas con ZmHXKs

Una manera de identificar la funcion fisiolégica de una proteina es a través de la
identificacidon de diferencias fenotipicas entre las mutantes que expresan a la proteina de
interés. En este trabajo se usaron como controles a las plantas silvestres de A. thaliana, asi
como a las mutantes gin 2-1, asi que se realizaron varios ensayos con semillas de todas las
lineas y fueron germinadas en un fotoperiodo corto, en placas con agar, medio MS que es
un medio que presenta entre otros iones al nitrato y el medio Gamborg que ademas de los
iones del MS presenta tiamina, acido nicotinico, piridoxina y mioinositol. El fenotipo de la
parte aérea de las plantas gin 2-1 y las gin 2-1 complementadas fue similar al de las
silvestres cuando fueron crecidas en medios ricos de nitrégeno, aun cuando fueron
suplementados con glucosa, esto se debe a que el ion NO3’, es capaz de antagonizar los
efectos de la glucosa [Stitt & Krapp, 1999; Moore et al., 2003]. Sin embargo, en agar si se
lograron observar algunas diferencias; la presencia de glucosa ocasiona que las hojas y los
tallos de las plantas gin 2-1 y las complementadas presenten una coloracion ligeramente
purpura. Adicionalmente, se logré observar que independiente del medio, las plantas
silvestres presentan una raiz con crecimiento menor cuando el medio era adicionado con
glucosa.

Por otra parte, el medio en el que mejor crecieron las plantas fue el Gamborg y
esto es probablemente a que la piridoxina promueve el desarrollo de las raices [Chen &
Xiong, 2005; 2009] y a que también puede funcionar como un antioxidante [Bilski et al.,

2000; Denslow, et al., 2005; Havaux et al., 2009]. Mientras, que la presencia de tiamina
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también puede llevar a promover el desarrollo radicular [Bonner, 1937; 1939; Bonner &
Devirian, 1939].

Cuando se crecieron plantas en maceta utilizando un fotoperiodo largo se
encontrd que claramente, las mutantes gin 2-1 y gin 2-1 complementadas crecen menos o
se desarrollan de manera diferente a las plantas silvestres. Las gin 2-1 no tienen desarrollo
del escapo, mientras que las complementadas con ZmHXK6 presentan inflorescencias y
hojas caulinas; ademas, las ZmHXK9 tiene hojas con una tonalidad verde mas oscura que
las demas.

La presencia de hojas purpura podria deberse a una mayor sintesis de
antocianinas, ya que la HXK estd relacionada directamente con su sintesis; al menos en
manzana se encontré que la fosforilacion del factor de transcripcién, MdbHLH3, induce
positivamente la sintesis de antocianinas [Hu et al., 2016].

Las diferencias en crecimiento entre las plantas complementadas y las gin 2-1
podrian deberse a diferencias en los niveles de proteina expresada, sin embargo, es
interesante que no se comportan de manera idéntica a las gin2-1, pero tampoco a las
silvestres. También podria indicar que las ZmHXKs mitocondriales no son redundantes, no
obstante, es necesario realizar mas experimentos para determinar el papel fisioldgico de

cada una de las proteinas.

10.3. Fenotipo de insensibilidad a glucosa de las plantas gin 2-1 complementadas
con las ZmHXKs mitocondriales.

La capacidad sensora de las HXKs se determina creciendo a las plantas gin2-1
complementadas con HXK en altas concentraciones de glucosa, generalmente 6 %, y bajo
luz continua [Cho et al, 2009; Kim et al., 2013]. Ademas, como se menciondé
anteriormente el fenotipo es diferente cuando se crece en agar, por lo que las plantas
fueron crecidas en este medio. Encontramos que bajo esas condiciones tanto las plantas
silvestres como las complementadas con las ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9
presentan un fenotipo de retraso en el desarrollo de los cotiledones, ausencia de

coloracién verde, pero presencia de color purpura, que probablemente puede ser debido
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a la acumulacién de antocianinas en las hojas, contrario al fenotipo que se obtiene cuando
las plantas son crecidas en manitol, lo que indica que el fenotipo no es debido a la
osmolaridad de la alta concentracién de glucosa, asi el fenotipo de sensibilidad a glucosa
podria sugerir que ZmHXK4, ZmHXK5, ZmHXK6 y ZmHXK9 son sensoras.

Por otra parte, en diferentes plantas se ha demostrado que, al crecer en
abundancia de glucosa, estas presentan un mayor contenido de antocianinas, mientras
qgue otros carbohidratos no son capaces de llevar a cabo esta induccion. La glucosa es
capaz de inducir la transcripcién de la enzima chalcona sintasa [Xiao et. al., 2000], la cual
esta involucrada en la biosintesis de flavonoides, incluyendo las antocianinas [Teng et al.,
2005; Jeong et. al., 2010]. La glucosa también puede ser transformada en UDP-Glucosa,
molécula que puede ser utilizada para sintetizar compuestos fendlicos glicosilados que
protegen a la planta de las especies reactivas de oxigeno producidas por el metabolismo y
la luz [Bolouri-Moghaddam et al., 2010]. Las antocianinas son utilizadas por las plantas
como apagadores de los efectos deletéreos de crecer en condiciones de luz abundante o
prolongada [Hughes et al., 2005; Landry et al., 2005] y previenen del dafio foto-oxidativo y
foto-inhibitorio [Harvaux & Kloppstech, 2001].

En manzana se demostré que la acumulacién de antocianinas se debe no solo al
efecto metabdlico de la HXK sino también a que estabiliza a un factor de transcripcion que
regula positivamente la sintesis de antocianinas [Hu et al., 2016].

En cuanto al tamafo menor de las hojas de todas las plantas gin 2-1
complementadas con ZmHXKs es sugerente de un defecto en la expansién de las células,
algunas fitohormonas son capaces de promover la elongacién celular, como las auxinas,
giberelinas y brasinosteroides [Krouk et al., 2011; Ljung et al., 2015; Sakr et al., 2018],
mientras que la citocinina es capaz de reducirla [Tanimoto, 2007; Depuydt & Hardtke,
2011] y se conoce que la via de sefializacion de estas hormonas esta relacionada con la de
la glucosa [Gibson, 2003; Leén, 2003]. Experimentos en presencia de las hormonas
mencionadas o bien la determinacidn del contenido de esas hormonas podrian ayudar a

entender la relacidon de las HXKs con las hormonas.
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10.4. Las HXKs mitocondriales son HXKs sensoras

Ademas de observar el fenotipo de sensibilidad a glucosa, se encontré que las
plantas gin2-1 complementadas con las ZmHXKs mitocondriales son capaces de reprimir
los genes fotosintéticos CAA, CAB y SBP cuando crecen en alta concentracién de glucosa y
luz continua. En Arabidopsis se demostrd el mecanismo por el que CAB2 es reprimido,
lleva a que AtHXK1 forme un complejo con dos proteinas que no tienen relacidon con el
metabolismo de carbono, VHA-B1 y RPT5B, el complejo se encuentra en el nucleo y alli
interacciona con factores transcripcionales, estos interaccionan directamente rio arriba de
CAB2 [Jeng et al., 1992; Sheen, 1994; Moore et al., 2003; Young-Hee et al., 2006]. A pesar
de que se ha encontrado el complejo en el nucleo se desconoce cémo llega alli, también
se desconoce si hay otros genes que son regulados de la misma manera por la HXK.

A la fecha se han estudiado varias familias de HXKs, para algunos miembros se ha
buscado y encontrado su funcidn sensora con la estrategia seguida en este trabajo, entre
ellas se encuentran: AtHXK1 y AtHKL3 en Arabidopsis, ambas HXKs de localizacion
mitocondrial, la segunda carece de actividad catalitica y ambas estan fuertemente
relacionadas con la via de sefializacion por citocininas [Moore et al., 2003; Cho et al.,
2006]; OsHXK5, OsHXK6 Y OsHXK7 en arroz; las dos primeras se localizan en la mitocondria
y la ultima en el citosol [Cho et al., 2009; Cheng et al., 2011; Kim et al., 2016]; NtHXK1
protege a la planta de los efectos deletéreos de las ROS [Sorowar et al., 2008]; MdHXK1 en
manzana es sensor de la abundancia de azlcares y cinasa de proteinas [Hu et al., 2016;
Sun et al.,, 2018]; la uUnica HXK en Klebsormidium nitens, KnHXK1, solo es capaz de
restaurar el fenotipo silvestre en Arabidopsis cuando la enzima presenta actividad
catalitica [Ulfstedt et al., 2018].

Identificar a las HXKs con capacidad multifuncional en plantas es necesario para
determinar los procesos fisioldgicos en los cuales podrian participar. En el caso de las HXKs
la funcién sensora es relevante para percibir los cambios en la abundancia de glucosa,
proceso que sucede no solo en condiciones fisioldgicas sino también en respuesta a los
cambios ambientales. Por ejemplo, en manzana en condiciones de estrés salino hay un

aumento en el contenido de glucosa que es percibido por MdHXK1, luego la enzima
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fosforila al factor transcripcional MdbHLH3, que participa en la induccion de la via de
sintesis de antocianinas [Hu et al., 2016]. Paralelamente, MdHXK1 fosforila al antiportador
Na‘/H" vacuolar, favoreciendo la captacién de sodio por la vacuola ante el estrés salino
[Sun et al., 2018]. La habilidad sensora de la HXK permite que la planta responda ante el
estrés salino. Desconocemos si alguna de las HXKs mitocondriales de maiz tiene un papel
similar o si puede ayudar a enfrentar otro tipo de estreses.

Por otra parte, resulta interesante que la mayoria de las HXKs sensoras se localicen
en la membrana externa de la mitocondria. Se conoce varias proteinas localizadas en ese
lugar, como AtTRZ3, AtLigl, AtAPL y AtPNMI, son capaces de movilizarse al nucleo ante
situaciones de estrés por patdégenos o ambiental y que al migrar se comportan como
factores transcripcionales [Duchéne & Giegé, 2012]. Es posible que estas proteinas sean
parte de la conexién entre diferentes vias metabdlicas o un interruptor entre vias que
permita que la célula responda rapidamente ante cambios en su ambiente. Una HXK
sensora que se encuentre en la mitocondria y que se transloca al nucleo o que forma
complejos fuera de la mitocondria, podria representar una ventaja en la percepcion de los
cambios metabdlicos o ambientales pudiendo dirigirse al ndcleo para modificar las
respuestas de la planta. Sin embargo, para entender el papel de las HXKs mitocondriales
en la planta es necesario someter a las plantas complementadas o bien a plantas
sobreexpresoras a diferentes tipos de estrés ambiental o de tipo bidtico para determinar
su participacién en las respuestas de la planta ante el estrés.

Sin embargo, ahora que se demostrd que las cuatro HXKs mitocondriales de maiz
son HXKs sensoras, es posible buscar en qué tipo de respuestas esta cada una
participando, lo anterior se puede realizar mediante estudios de interaccidon proteina-
proteina, para descubrir posibles interactores de la enzima, y si estos son diferentes entre
las diferentes HXKs. También se pueden realizar estudios estructurales para determinar si
existen motivos o dominios que permitan sugerir algun tipo de actividad distinta de la
proteina, o que explique por ejemplo como ZmHXK9 que tiene una actividad marginal

fosforilante de hexosas, también sea una HXK sensora.
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11. Conclusiones

Las plantas transformadas previamente en el grupo de trabajo son plantas gin 2-1
complementadas con los genes de ZmHXKs y estas plantas son capaces de expresar
a estas proteinas.

ZmHXK4, 5, 6 y 9 son capaces de recuperar el fenotipo de sensibilidad a glucosa de
manera similar al encontrado en las plantas silvestres de Arabidopsis.

ZmHXK4, 5, 6 y 9 son HXKs sensoras de la abundancia de glucosa capaces de

reprimir los genes fotosintéticos CAA, CAB y SBP.

12. Perspectivas

Generar por mutagénesis dirigida mutantes no cataliticas de todas las plantas
complementadas con ZmHXKs para determinar si estas también tienen la
capacidad de sensar glucosa y reprimir los genes fotosintéticos.

Determinar si ZmHXK4-6 y ZmHXK9 son capaces de interactuar con VHA-B1 y
RPT5B, asi como lo hace AtHXK1 para reprimir la expresion del gen CAB2.

Producir mutantes de A. thaliana sobreexpresoras de las cuatro hexocinasas
mitocondriales de maiz (ZmHXK4-6 y ZmHXK9) y/o mutantes de maiz por medio de
CRISPR/Cas para entender el papel fisiolégico de cada una de ellas.

Analizar la funcidn sensora de las HXKs citosdlicas.

Realizar estudios estructurales de cada una de las HXKs sensoras que permitan
identificar diferencias que podrian llevar a explicar la actividad sensora y/o de

interaccidn con diferentes proteinas.
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14. Anexos

Anexo l.
Soluciéon Hoagland [Hoagland & Arnon, 1950]

Para preparar un litro de solucién Hoagland se agregan las cantidades sefaladas en la
cuarta columna de la Tabla 7 y también se agregan 1.5 mL de FeNaEDTA a una

concentracién de 0.15 mg/mL.

El pH se ajusta a 6.0 utilizando KOH 0.1 M o con H,SO, 0.1 M.

Tabla 8. Macronutrientes y micronutrientes usados para la preparacién de solucidon Hoagland

\ Macronutrientes

Cantidad para 50 Volumen de Stock

Componente Concentracion final mL de Stock s 6 Lo
KH,PO, 1 mM 6.8045 g 1mL
KNO3 5mM 5.0550 g 5 mlL
Ca(NOs), * 4H,0 5mM 11.8075 g
MgSQO, * 7H,0 2 mM 12.3240 g 2 mL
H3BO3 46.00 uM 0.7149 ¢
MnCl, ¢ 4H,0 9.10 uM 0.4527 g
ZnS0O,4 * 7H,0 0.97 uM 0.0694 g 100 uL
CuSO,4 * 5H,0 0.32 uM 0.0199¢g
Na;MoOy * 2H,0 0.12 uM 0.0075 g
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Anexo lIl.

Composicion del Medio Murashige & Skoog [Murashige & Skoog, 1962]

A. Compuestos inorganicos

3T AT TSm0 a0 oW

n.
B. Aguac.

NH4NO;
H3BO;

CaCIz

CoCl, * 6H,0
CuSO, ¢ 5H,0
Na,EDTA
FeSO,4 * 7H,0
MgSOq
MnSQ,4 * H,0
Na;MoO,; * 2H,0
Kl

KNO3

. KH2PO4

ZnSO4
b.p.

1650.0 mg
6.2 mg
332.2 mg
0.025 mg
0.025mg
37.25mg
27.85mg
180.7 mg
16.9 mg
0.25mg
0.83 mg
1900.0 mg
170.0 mg
8.6 mg
1000 mL
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Anexo lll.

Composicion del Medio Gamborg [Gamborg et al., 1968]

A. Compuestos inorganicos

S3TAT TSR M0 Q0T

(NH4)2S04
H3BO;

CaCIz

CoCl, * 6H,0
CuSO, * 5H,0
Na,EDTA
FeSO,4 * 7H,0
MgSOq
MnSQ,4 * H,0
Na;MoO,; * 2H,0
Kl

KNO3

. NaH2PO4
. ZnSO4

B. Compuestos organicos

a.
b.
C.
d.

Mioinositol

Acido nicotinico
Hidrocloruro de piridoxina
Hidrocloruro de tiamina

C. Aguac.b.p.

134.0 mg
3.0mg
113.24 mg
0.025 mg
0.025mg
37.25mg
27.85mg
122.09 mg
10.0 mg
0.25mg
0.75mg
2500.0 mg
130.5 mg
2.0mg

100.0 mg
1.0mg
1.0 mg
10.0 mg
1000 mL
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Anexo IV.

Amortiguadores y soluciones para elaboracion de geles de agarosa

A. Agua libre de RNasas

a. Dietilpirocarbonato 1mL
b. Aguac.b.p. 1L

El dietilpirocarbonato se agregd al agua y se dejé en agitacion constante durante toda la
noche. Al dia siguiente, la mezcla se esterilizd en autoclave durante 30 min para inactivar

el dietilpirocarbonato restante.

B. Amortiguador TAE 50x

a. Tris 2420¢

b. Acido acético glacial 57.1mL
c. EDTA disddico 4.6525¢g
d. Aguac.b.p. 1000 mL

C. Gel de agarosa al 2%

a. Agarosa 0.7g
b. Amortiguador TAE 50x 0.7 mL
c. Aguac.b.p. 35mL
d. Bromuro de etidio 0.5mg/mL 35ul

Los primeros tres componentes se calentaron en un horno de microondas por lapsos de
10 s hasta que la agarosa estuviera completamente disuelta. El bromuro de etidio se

agrego cuando la temperatura de la mezcla estaba a una temperatura menor.

D. Amortiguador de corrida (TAE 1x)

a. Amortiguador TAE 50x 20 mL
b. Aguac.b.p. 1000 mL
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Anexo V.

Amortiguadores y soluciones para extraccion de proteina total [Wang et al., 2006]

A. Acido tricloroacético al 10 % en acetona
a. Acido tricloroacético
b. Acetona c.b.p.
B. Acetato de amonio 0.1 M en metanol al 80%

a. Acetato de amonio
b. Metanol
c. Aguac.b.p.

D. Amortiguador denso-SDS

a. Sacarosa

b. SDS

c. Tris

d. PB-mercaptoetanol
e. Agua c.b.p.

E. Fenol:Amortiguador denso SDS 1:1

a. Fenol
b. Amortiguador denso SDS

10 mL
100 mL

7.7082 ¢
80 mL
100 mL

30g

2g
0.1211¢g
5mL
100 mL

50 mL
50 mL
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Anexo VI.
Amortiguadores y soluciones para elaboracion de geles de acrilamida-SDS y tincién con

azul de Coomasie.

A. Gel concentrador

Acrilamida:Bisacrilamida 30:0.8 660 uL
Tris-HClI 2 M pH 8.8 600 uL
SDS al 20% 25 uL
Agua 3.672 mL
Persulfato de amonio al 10% 40 pL
TEMED 2.5uL
. Gel separadoral 12 %
Acrilamida:Bisacrilamida 2 mL
Amortiguador pH 8.8 1mL
SDS al 20 % 25 uL
Agua 1.943 mL
Persulfato de amonio al 10 % 40 pL
TEMED 2uL
. Amortiguador de carga
Tris-HCI 1M pH 6.8 350 uL
SDS al 20 % 250 uL
Glicerol al 50 % 150 uL
Ditiotreitol 1 M 160 uL
Azul de bromofenol al 20 % 20 uL
Agua c.b.p. 1000 uL
. Amortiguador de corrida
Tris Base 6.06g
Glicina 1853 ¢
SDS 10g
Agua c.b.p. 1L
Solucidn fijadora
Acido acético glacial 100 mL
Agua c.b.p. 1000 mL
Solucion tefiidora
Azul de Coomasie 15¢g
Metanol 375 mL
Acido acético glacial 200 mL
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Agua c.b.p.

G. Solucion desteiiidora
Etanol
Acido acético glacial
Agua

1500 mL

375 mL
75 mL
375 mL
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Anexo VII.
Amortiguadores y soluciones para inmunoréplica tipo Western

A. Amortiguador de transferencia

Na,HPO, 1 M
NaH,PO; 1 M
Metanol

SDS al 10%
Agua c.b.p.

oo oo

B. Amortiguador TBS

a. Tris
b. Nacl
c. Aguac.b.p.
C. Amortiguador TTBS
a. Tween 20
b. Amortiguador TBS c.b.p.

D. Solucién bloqueadora

a. BLOT-QuickBlocker Reagent (Merck)
b. Amortiguador TTBS c.b.p.

7.5mL
7.5mL
200 mL
5mL
1000 mL

2.4228 g
8.7675 g
1000 mL

ImL
1000 mL

58
1000 mL
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