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1. Abreviaturas	

2DOG	 	 	 	 	 2-deoxiglucosa	
3OMG		 	 	 	 3-O-metilglucosa	
6DOG	 	 	 	 	 6-deoxiglucosa	
aa	 	 	 	 	 Aminoácido	
AMPK	 	 	 	 	 Proteína	Cinasa	Activada	por	AMP	
APS	 	 	 	 	 Persulfato	de	amonio	
AtHXK1	 	 	 	 Hexocinasa	1	de	Arabidopsis	thaliana	
BCIP	 	 	 	 	 Sal	de	p-toluidina	y	5-bromo-4-cloro-3’-indolilfosfato	
CAA	 	 	 	 	 Anhidrasa	Carbónica	
CAB	 	 	 	 	 Proteína	de	Unión	a	Clorofila	a/b	
DNA	 	 	 	 	 Ácido	Desoxirribonucleico	
FRK	 	 	 	 	 Fructocinasa	
FT	 	 	 	 	 Factor	de	Transcripción	
G6P	 	 	 	 	 Glucosa-6-fosfato	
GK	 	 	 	 	 Glucocinasa	
Glc	 	 	 	 	 Glucosa	
HKL	 	 	 	 	 Hexocinasa-Like	
HMG-CoAr	 	 	 	 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA	reductasa	
HXK	 	 	 	 	 Hexocinasa	
LST8	 	 	 	 	 Letal	con	SEC13	proteína	8	
Man	 	 	 	 	 Manosa	
mRNA	 	 	 	 	 RNA	mensajero	
NBT	 	 	 	 	 Cloruro	de	nitro	azul	de	tetrazolio	
NR	 	 	 	 	 Nitrato	Reductasa	
NtHXK		 	 	 	 Hexocinasa	de	Nicotiana	tabacum	
OsHXK		 	 	 	 Hexocinasa	de	Oryza	sativa	
PBS	 	 	 	 	 Amortiguador	salino	de	fosfatos	
PCR	 	 	 	 	 Reacción	en	Cadena	de	la	Polimerasa	
RAPTOR	 	 	 	 Proteína	Regulatoria	Asociada	a	TOR	
RNA	 	 	 	 	 Ácido	Ribonucleico	
RPT5B	 	 	 	 	 Partícula	regulatoria	19S	del	proteasoma	
SBP	 	 	 	 	 Sedoheptulosa	bifosfatasa	
SDS	 	 	 	 	 Dodecil	sulfato	de	sodio	
SlHXK	 	 	 	 	 Hexocinasa	de	Solanum	lycopersicum	
SNF1	 	 	 	 	 Proteína	1	no	fermentadora	de	sacarosa		
SnRK1	 	 	 	 	 Proteína	cinasa	relacionada	a	SNF1	
TEMED		 	 	 	 N,	N,	N’,	N’	–	tetrametiletilendiamina	
Tris	 	 	 	 	 Trishidroximetilaminometano	
tRNA	 	 	 	 	 RNA	de	transferencia	
UBQ	 	 	 	 	 Ubiquitina	
VHA-B1	 	 	 	 Subunidad	B1	de	la	H+-ATPasa	vacuolar	
ZmHXK		 	 	 	 Hexocinasa	de	Zea	Mays	
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2. Resumen	

Las	Hexocinasas	(HXKs)	son	principalmente	conocidas	por	catalizar	la	fosforilación	

de	la	glucosa	en	la	posición	seis,	el	primer	paso	de	la	glucólisis.	Sin	embargo,	esta	no	es	su	

única	 función;	 estas	 proteínas,	 denominadas	 moonlighting,	 también	 son	 capaces	 de	

percibir	 la	 abundancia	 de	 glucosa	 y	 modificar	 la	 expresión	 de	 genes,	 algunos	 de	 ellos	

(como	CAB2)	involucrados	en	la	fotosíntesis.	
	

La	 existencia	 de	 una	 planta	 de	 Arabidopsis	 thaliana	 insensible	 a	 glucosa	 que	
cuando	es	crecida	en	un	medio	sin	nitratos	y	con	una	alta	concentración	de	glucosa,	no	

presenta	retraso	en	el	crecimiento;	tiene	hojas	verdes	y	una	raíz	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	 complementación	 de	 plantas	 gin	 2-1	 con	

cada	uno	de	los	genes	de	estas	HXKs.		

	

Previamente,	en	el	grupo	de	trabajo	se	habían	producido	plantas	mutantes	gin	2-1	

complementadas	con	seis	de	las	nueve	HXKs	de	maíz	(ZmHXK4-ZmHXK9).	En	este	trabajo	

se	corroboró	que	eran	gin	2-1	complementadas	al	determinar	la	ausencia	de	AtHXK1	y	la	

presencia	 de	 las	 ZmHXKs.	 Posteriormente	 se	 evaluó	 la	 capacidad	 de	 las	 ZmHXK4-6	 y	

ZmHXK9	(hexocinasas	mitocondriales)	de	sensar	glucosa	y	también	se	registró	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	 únicamente	 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	localización	mitocondrial,	excepto	la	HXK7	de	arroz.	

	

El	fenotipo	de	las	plantas	crecidas	en	caja	bajo	un	fotoperiodo	corto	mostraron	un	

patrón	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	composición	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	 fonotípicas	 entre	 las	 plantas	 se	 observan	 mejor	 cuando	 estas	 son	

crecidas	 en	 fotoperiodo	 largo.	 Además,	 se	 demostró	 que	 las	 ZmHXK4-6	 y	 9	 son	 HXKs	

sensoras,	debido	a	que	se	observó	que	cuando	las	plantas	complementadas	con	ZmHXKs	

crecen	 en	 presencia	 de	 glucosa	 al	 6	 %,	 estas	 presentan	 un	 retardo	 en	 el	 crecimiento,	

coloración	morada	y	mediante	PCR	se	comprobó	que	la	expresión	de	los	genes	CAA,	CAB	y	
SBP	se	redujo.		
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3. Introducción	

Todas	las	plantas,	las	algas	y	algunos	procariontes	pueden	utilizar	directamente	la	

energía	 luminosa	 para	 sintetizar	 compuestos	 orgánicos	 en	 un	 proceso	 llamado	

fotosíntesis.	 En	 plantas	 superiores,	 el	 dióxido	 de	 carbono	 utilizado	 durante	 el	 Ciclo	 de	

Calvin	es	metabolizado	para	proveer	energía	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	 polisacáridos	 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	 raíces	 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	raíces,	flores,	semillas	en	desarrollo	y	el	

tallo	 [Turgeon,	1989;	Leegood,	2004].	Sin	embargo,	esta	clasificación	no	es	estática	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	germinación,	es	un	tejido	fuente.	

Además,	 la	 interacción	 entre	 ambos	 tejidos	 es	 crítica	 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	 óptimo	 crecimiento	 de	 la	 planta	 es	 la	

producción	 de	 carbohidratos,	 su	movilización,	 localización	 y	 utilización,	 lo	 cual	 se	 logra	

cambiando	la	expresión	de	los	genes,	muchos	de	ellos	denominados	genes	responsivos	a	

carbohidratos	[Scott,	2008].	

	

3.1. Percepción	de	la	señal	de	carbohidratos	

La	 síntesis	 de	 carbohidratos	 en	 las	 plantas	 únicamente	 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 
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los tejidos demanda. Por	lo	anterior	debe	existir	una	regulación	muy	fina	para	el	reparto	

de	azúcares	dependiendo	del	estado	del	desarrollo	y	de	 las	necesidades	metabólicas	del	

propio	tejido.	

Durante	la	fotosíntesis,	el	CO2	es	utilizado	para	sintetizar	triosas	fosfato	[Rolland	et	

al.,	 2006],	 y	 estas	 a	 su	 vez,	 se	 emplean	 en	 la	 síntesis	 de	 almidón	 (como	 nutriente	 de	

reserva)	y	de	otros	carbohidratos	como	la	glucosa,	sacarosa	y	fructosa,	que	sirven	como	

esqueletos	 carbonados	para	 sintetizar	 aminoácidos,	 ácidos	 grasos	 y	pared	 celular,	 entre	

otros	 [Smeekens,	 1998].	 Adicionalmente,	 los	 carbohidratos	 afectan	 el	 crecimiento	 y	

desarrollo	 de	 la	 planta	 tanto	 de	 manera	 directa	 como	 indirecta;	 en	 el	 primer	 caso	 al	

proveer	de	energía	después	de	ser	catabolizados	y	en	el	segundo	regulando	diversas	vías	

de	 señalización	 que	 incluyen	 la	 señalización	 dependiente	 de	 luz	 [Smeekens,	 2000],	

hormonas	[León	&	Sheen,	2003]	y	señalización	por	nitrógeno	[Coruzzi	&	Zhou,	2001].	

Originalmente	se	planteaba	que	los	efectos	de	los	carbohidratos	en	la	fotosíntesis,	

el	 crecimiento	 y	 desarrollo	 eran	 resultado	 indirecto	 del	 metabolismo.	 Sin	 embargo,	 en	

1990	se	demostró	que	la	glucosa	aplicada	a	protoplastos	de	maíz	llevaba	a	la	represión	de	

genes	fotosintéticos	[Sheen,	1990].	Desde	entonces,	varias	aproximaciones	genéticas	han	

sido	utilizadas	para	definir	las	vías	de	señalización	por	azúcares,	así	como	para	identificar	

sus	componentes	[Rook	&	Bevan,	2002;	Gibson,	2000].	Los	carbohidratos	más	estudiados	

cuyos	efectos	 repercuten	en	 la	 transcripción	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].	Además,	la	expresión	de	un	gen	determinado	puede	ser	modificada	por	más	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	expresión	de	alrededor	de	dos	mil	genes	[Xiong,	2013].	Entre	los	genes	

cuya	expresión	se	modifica	están	algunos	relacionados	con	el	crecimiento	de	la	planta,	la	

fotosíntesis	 [Rolland	 et	 al.,	 2006;	 Hu	 et	 al.,	 2009;	 Jiang	 et	 al.,	 2012],	 la	 germinación	

[Gibson,	2000;	2005;	Price	et	al.,	2004],	la	floración	[Smeekens	et	al.,	2009;	Moghaddam	&	

Van	den	Ende,	2013]	y	la	senescencia	[Wingler	et	al.,	2009;	Sami	et	al.,	2016].	En	cuanto	a	

la	 fotosíntesis,	 algunos	 de	 los	 genes	 afectados	 son	 los	 que	 codifican	 para	 la	 anhidrasa	
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carbónica	(CAA),	la	proteína	de	unión	a	clorofila	(CAB2),	la	sedoheptulosa	bifosfatasa	(SBP)	

y	la	subunidad	pequeña	de	la	ribulosa	fosfato	descarboxilasa	(RuBP)	[Nielsen	et	al.,	1998].	

Así,	 los	 azúcares	 no	 son	 solo	 necesarios	 como	 fuente	 de	 energía,	 esqueletos	

carbonados	y	como	componentes	estructurales,	además	están	implicados	en	la	regulación	

genética	 de	 procesos	 relacionados	 con	 el	 crecimiento	 y	 senescencia	 de	 las	 células	

vegetales,	 lo	 que	 lleva	 a	 preguntarse	 ¿cómo	 es	 que	 carbohidratos	 como	 la	 glucosa	 son	

capaces	de	ejercer	su	función	señalizadora?	Diferentes	estudios	apuntan	a	que	al	menos	

tres	 proteínas	 están	 involucradas	 en	 la	 percepción	 de	 carbohidratos:	 SnRK1,	 TOR	 y	 la	

Hexocinasa	(HXK).	A	continuación,	se	describirá	 la	 función	sensora	de	cada	una,	pero	de	

forma	más	detallada	de	la	HXK.	

	

3.2. Proteínas	con	función	sensora:	SnRK1,	TOR	y	HXK		

3.2.1. Proteína	SnRK1	

3.2.1.1. Generalidades		

La	proteína	SnRK1	(SNF1	–	Related	Protein	Kinase	–	1),	identificada	por	primera	vez	

en	 endospermo	de	 centeno	 [Alderson	et	 al.,	 1991],	 es	 una	 proteína	 cinasa	 presente	 en	

plantas,	 es	 el	 homólogo	 de	 la	 proteína	 SNF1	 de	 levaduras	 y	 de	 la	 proteína	 AMPK	 en	

animales	[Halford	et	al.,	2003],	con	las	que	comparte	un	48%	de	identidad	en	su	secuencia	

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

	

3.2.1.2. Estructura	

En	plantas,	la	proteína	SnRK1	es	un	heterotrímero	compuesto	por	las	subunidades	

α,	 β,	 y	 βγ	 (Figura	 1),	 de	 las	 cuales	 la	 primera	 es	 catalítica	 y	 las	 dos	 restantes	 son	

regulatorias	 [Polge	&	Thomas,	2006].	Además,	 tanto	en	plantas	como	en	 levaduras	y	en	

animales,	existen	diversas	isoformas	de	cada	subunidad;	las	subunidades	con	isoformas	en	

plantas	son	α	y	β,	denominadas	α1,	α2,	β1,	β2	y	β3	[Emanuelle,	2016].		

En	 Arabidopsis	 thaliana,	 los	 homólogos	 de	 SnRK1	 son	 conocidos	 como	 KIN10	

(SnRK1.1)	y	KIN11	(SnRK1.2)	y	solo	varían	en	la	subunidad	catalítica	α	[Sakr	et	al.,	2018].	

Las	 subunidades	 alfa	 están	 formadas	 por	 un	 dominio	 catalítico	 N-terminal,	 seguido	 por	
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regiones	 que	 regulan	 la	 actividad	 cinasa	 y	 las	 interacciones	 con	 las	 subunidades	 beta	 y	

gamma	[Hardie	et	al.,	2012].	Las	subunidades	beta	tienen	una	región	N-terminal	variable,	

la	 cual	 está	 N-miristoilada,	 un	módulo	 de	 unión	 a	 carbohidrato	 (CBM)	 y	 un	 dominio	 C-

terminal	que	se	une	a	las	otras	subunidades	[Iseli	et	al.,	2005].	Por	último,	las	subunidades	

gamma	 o	 también	 denominada	 βγ,	 tienen	 cuatro	 motivos	 de	 cistationina-β-sintasa	 en	

tándem,	los	cuales	regulan	la	actividad	catalítica	de	alfa	[Mayer	et	al.,	2011].	

	

Fig.	 1.	 Estructura	 del	 complejo	 heterotrimérico	 de	 SnRK1	 |	 La	 subunidad	 α	 (en	 rojo)	 se	 compone	 del	
dominio	catalítico	T-loop,	y	un	dominio	regulatorio	que	incluye	el	dominio	de	asociación	a	ubiquitina	(UBA)	y	
uno	para	unirse	a	β	y	γ	 (KA1).	El	domino	βγ,	contiene	dos	dominios	Bateman	 (así	 llamados	por	 la	primera	
persona	que	 los	caracterizó,	Alex	Bateman	[Bateman,	1997]),	cada	uno	con	dos	motivos	de	cistationina-β-
sintasa	 (CBS)	 y	 una	 secuencia	 de	 interacción	 con	 β	 (βIS).	 El	 dominio	 β	 contiene	 el	 módulo	 de	 unión	 a	
carbohidrato	(CBM).	Tomado	de	Margahla,	2016.	

	

3.2.1.3. Funciones	

La	proteína	SnRK1	tiene	un	papel	en	las	vías	de	señalización	metabólica,	hormonal	

y	 por	 estrés	 que	 se	 ha	 propuesto	 es	 desencadenada	 por	 la	 escasez	 de	 glucosa,	 la	 alta	

concentración	de	 sacarosa	o	un	periodo	de	oscuridad	 (Figura	2)	 [Baena-González,	2007;	

Baena-González	&	 Sheen,	 2008;	 Halford	&	Hey,	 2009].	 SnRK1	 es	 capaz	 de	 inactivar	 por	

fosforilación	 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].	Además	de	 la	
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regulación	enzimática	directa,	SnRK1	controla	la	homeostasis	energética	desencadenando	

una	 reprogramación	 transcripcional;	 induce	 más	 de	 300	 genes	 involucrados	 en	 el	

catabolismo	 de	 los	 aminoácidos,	 la	 hidrólisis	 de	 sacarosa	 y	 almidón,	 movilización	 de	

lípidos	y	la	β-oxidación	[Baena-González,	2007;	Baena-González	&	Sheen,	2008].	También	

se	 ha	 encontrado	 que	 reguladores	 transcripcionales	 y	 factores	 de	 remodelación	 de	 la	

cromatina	son	regulados	a	nivel	transcripcional	por	la	SnRK1.	Igualmente,	las	condiciones	

ambientales	 adversas	 como	 la	 sequía,	 temperaturas	 extremas,	 periodos	 de	 oscuridad	

prolongados,	contaminantes	e	 inundaciones	 tienen	 la	capacidad	de	disminuir	 los	niveles	

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

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

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

	

La	evidencia	sugiere	que	SnRK1	está	implicada	en	la	percepción	y	señalización	por	

azúcares;	por	un	lado,	la	activación	de	SnRK1	por	diferentes	tipos	de	estrés	que	convergen	

como	 una	 señal	 de	 déficit	 de	 energía	 puede	 ser	 bloqueada	 suministrando	 glucosa	 o	

sacarosa	 [Baena-González	et	al.,	 2007].	Además,	 el	 perfil	 transcripcional	 inducido	por	 la	

activación	 de	 SnRK1	 se	 sobrelapa	 con	 aquel	 obtenido	 en	 condiciones	 de	 inanición	
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[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	%,	además	de	que	el	desarrollo	de	las	plantas	sobreexpresoras	se	

detuvo	justo	después	de	la	germinación.	Además,	la	evidencia	sugiere	que	la	activación	de	

SnRK1	es	específica	para	glucosa,	ya	que	cuando	se	hicieron	crecer	plantas	transgénicas	y	

silvestres	 en	 palatinosa	 (análogo	 no	 metabolizable	 de	 la	 sacarosa),	 no	 se	 observó	

diferencia	[Jossier	et	al.,	2009].	

	

3.2.2. Cinasa	TOR	

3.2.2.1. Generalidades	

TOR	 (Target	 of	 Rapamycin)	 es	 una	 proteína	 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	

proteína	TOR	(AtTOR),	 la	cual	se	compone	de	2481	aminoácidos	y	el	alineamiento	de	su	

secuencia	muestra	que	es	homóloga	a	mTOR	(TOR	de	mamíferos)	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	 proteína-proteína,	 seguidos	 por	 los	 dominios	

FAT,	FRB	y	FATC	(Figura	3)	[John	et	al.,	2011].	

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

TORC1	[Dobrenel	et	al.,	2016].	El	análisis	de	la	estructura	de	TORC1	ha	demostrado	que	la	
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región	N-terminal	de	TOR	interactúa	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	 interactúan	 con	 LST8	 [Yang	 et	 al.,	 2013]	 LST8	 es	

necesaria	para	activar	a	TOR.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Fig.	3.	Predicción	de	la	estructura	cristalográfica	de	la	región	C-Terminal	de	AtTOR	(A)	y	Organización	del	
complejo	conservado	TORC1	(B)	|	La	predicción	de	la	estructura	está	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	 está	 implicada	 en	 la	 respuesta	 a	 la	 abundancia	 de	

nutrientes	 y	 participa	 en	 una	 gran	 variedad	 de	 procesos	 biológicos	 (Figura	 4),	 desde	 la	

regulación	del	 ciclo	 celular	 [Xiong	et	al.,	 2013]	hasta	 la	 autofagia	 [Moreau	et	al.,	 2012].	

Además,	 promueve	 la	 biogénesis	 ribosomal	 y	 la	 traducción	 de	 proteínas	 [Xiong	 et	 al.,	

2013],	 el	metabolismo	 del	 nitrógeno	 [Marchive	et	 al.,	 2013;	Medici	&	 Krouk,	 2014],	 de	

lípidos	 [Caldana	 et	 al.,	 2013]	 y	 carbohidratos	 como	 el	 almidón	 [Laurie	 et	 al.,	 2003],	 las	

rafinosas,	la	trehalosa	[Osuna	et	al.,	2007]	y	el	mioinositol	[Dobrenel	et	al.,	2013;	Rexin	et	

al.,	2015].	

Plántulas	tratadas	con	glucosa	15	mM	presentan	una	inducción	de	la	expresión	de	

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

�� 	�
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2013]	 Lo	 anterior	 no	 ha	 sido	 posible	 de	 replicar	 utilizando	 otros	 carbohidratos	 como	

fructosa,	xilosa	y	galactosa	y	tampoco	con	aminoácidos,	sugiriendo	que	solo	la	glucosa	es	

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

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

	

3.2.3. Relación	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	 azúcares	 [Deprost	 et	 al.,	 2007],	 SnRK1	 está	

particularmente	activa	durante	la	deprivación	de	azúcares.	Ambas	cinasas	están	activas	a	

lo	 largo	 del	 ciclo	 de	 vida	 de	 las	 plantas	 y	 son	 esenciales	 para	 su	 supervivencia	 bajo	

condiciones	de	estrés	[Baena-González,	2010;	Lastdrager	et	al.,	2013]	
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3.2.4. Hexocinasa,	proteína	moonlighting	

3.2.4.1. 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	están	presentes	en	

todos	 los	 organismos,	 aunque	 su	 peso	 molecular,	 distribución	 celular	 y	 propiedades	

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

	

Fig.	5	Reacción	de	fosforilación	de	glucosa	catalizada	por	la	hexocinasa.	

	

La	HXK	fue	descrita	por	primera	vez	por	Otto	Meyerhof	en	1927	[Meyerhof,	1927],	

una	década	después	se	dilucidó	que	era	una	enzima	capaz	de	fosforilar	hexosas	utilizando	

ATP	 como	 donador	 de	 fosfato	 (Figura	 5).	 El	 conocimiento	 de	 la	 existencia	 de	 una	 ruta	

metabólica	 glucolítica	 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	únicamente	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	

Glucosa	 Glucosa-6-fosfato	

Hexocinasa,	Mg
2+
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miembros	que	carecen	de	actividad	catalítica,	a	pesar	de	 tener	una	similitud	estructural	

alta	con	las	que	sí	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.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

3.2.4.2. Estructura	

En	 la	 estructura	 cristalográfica	 de	 AtHXK1	 (Figura	 6)	 se	 observa	 que	 la	 enzima	

consiste	en	catorce	hélices	alfa,	cinco	hélices	310	y	doce	láminas	beta	acomodados	en	dos	

dominios;	 un	 dominio	 grande	 en	 forma	 oval	 (residuos	 30-85	 y	 229-473)	 y	 un	 dominio	

pequeño	(residuos	94-228	y	479-496).	Estos	dominios	están	unidos	por	bisagras	flexibles	

(residuos	86-93	y	474-478),	separados	por	una	hendidura	para	la	unión	del	sustrato	[Feng	

et	al.,	2015].	

Los	 residuos	 involucrados	 en	 la	 unión	 a	 glucosa	 están	 conservados	 en	 todas	 las	

HXKs	 y	 GKs	 y	 estos	 son	 diferentes	 a	 las	 FRKs.	 El	 mecanismo	 catalítico	 de	 unión	 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	 además	 está	

implicado	en	 la	 catálisis,	mientras	que	Gly104	es	 responsable	de	unirse	al	ATP	y	Ser177	

está	involucrado	en	la	transferencia	del	grupo	fosforilo	[Kraakman	et	al.,	1999].	

Sustrato	 Km	(mM)	
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	
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Fig.	 6.	 Estructuras	 cristalográficas	 de	 AtHXK1	 sin	 ligando	 (a)	 y	 unida	 a	 glucosa	 (b)	 |	Representación	 de	
AtHXK1	sin	ligando.	El	dominio	grande	se	muestra	en	color	verde	oscuro	y	el	dominio	pequeño	en	color	azul.	
Se	muestran	también	las	estructuras	secundarias	características.	(a).	Representación	de	AtHXK1	con	glucosa.	
El	 dominio	 grande	 se	 muestra	 en	 color	 naranja	 y	 el	 dominio	 pequeño	 en	 color	 magenta.	 La	 glucosa	 se	
representa	en	modelo	de	líneas	y	las	regiones	bisagra	se	muestran	en	verde	(a	y	b).	Tomado	de	Feng,	2015.	

	

3.2.4.3. Localización	

Las	plantas	poseen	cuatro	tipos	diferentes	de	HXKs,	basadas	en	la	secuencia	de	su	

región	N-terminal,	la	cual	determina	su	localización	subcelular,	designadas	A-D	[Aguilera-

Alvarado	&	Sánchez-Nieto,	2017],	según	se	muestra	en	la	Figura	7.	

	

3.2.4.3.1. Hexocinasas	tipo	A	

Las	hexocinasas	tipo	A	tienen	una	secuencia	hidrofóbica	de	30	aminoácidos	en	 la	

región	N-terminal,	la	cual	sirve	como	péptido	señal	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	C4	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	C3	[Aguilera-Alvarado	et.	al.,	2019].	Se	cree	que	este	tipo	de	

HXKs	 pueden	 estar	 involucradas	 en	 la	 fosforilación	 de	 la	 glucosa	 para	 la	 síntesis	 de	

almidón,	de	ácidos	grasos	o	entrar	a	 la	vía	de	las	Pentosas	Fosfato	[Cho,	2006]	[Kandel	-	

Kfir,	2006].	

	

3.2.4.3.2. Hexocinasas	tipo	B	

Estas	 proteínas	 poseen	 una	 secuencia	 de	 anclaje	 a	 la	 membrana	 externa	

mitocondrial	 conformado	 por	 aproximadamente	 24	 aminoácidos.	 Algunos	miembros	 de	

esta	familia	se	han	encontrado	localizados	no	solo	en	la	mitocondria,	sino	también	en	el	

núcleo	[Cho	et	al.,	2006;	Cho	et	al.,	2009;	Hernández-Loyola,	2019].	Debido	a	su	ubicación	

mitocondrial,	 se	 ha	 planteado	 que	 estas	HXKs	 fosforilan	 a	 la	 glucosa	 para	 su	 inmediata	

incorporación	a	las	diferentes	vías	metabólicas	y	permiten	usar	de	una	manera	eficiente	el	

ATP	recién	exportado	de	la	mitocondria	y	el	regreso	del	ADP	al	organelo	[Alcántar-Aguirre	

et.	 al.,	 2013].	 AtHXK1	 se	 encontró	 en	 el	 núcleo	 formando	 un	 complejo	 con	 otras	 dos	

proteínas	 que	 no	 tienen	 relación	 con	 su	 actividad	 de	 fosforilación	 de	 hexosas,	 sino	

formando	 un	 complejo	 represor	 de	 los	 genes	 fotosintéticos	 [Cho	 et	 al.,	 2006].	 Se	

desconoce	cómo	el	complejo	llega	al	núcleo	y	cómo	la	HXK	se	transloca	de	la	mitocondria	

al	núcleo.	AtHXK1	no	es	la	única	HXK	que	se	ha	encontrado	en	el	núcleo	[Cho	et	al.,	2006],	

también	OsHXK5,	OsHXK6	[Cheng	et	al.,	2009]	y	ZmHXK6	[Hernández-Loyola,	2019],	por	lo	

que	 se	 sugiere	 que	 el	 mecanismo	 de	 formación	 del	 complejo	 represor	 podría	 estar	

conservado.	

	

3.2.4.3.3. Hexocinasas	tipo	C	

Este	tipo	de	cinasas	no	tiene	péptido	señal	por	lo	que	se	encuentran	en	el	citosol	

donde	 son	 capaces	 de	 fosforilar	 la	 glucosa	que	proviene	de	 la	 degradación	del	 almidón	

[Nilsson,	 2011].	 Solo	 están	 presentes	 en	 monocotiledóneas	 [Karve,	 2010;	 Aguilera-

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

Este	último	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	

aminoácidos,	 más	 no	 la	 misma	 secuencia.	 Solo	 han	 sido	 encontradas	 en	 el	 musgo	

Physcomitrella	patens	[Nilsson,	2011].	

	

	

	

Fig.	7.	Localización	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	núcleo,	 las	 tipo	
C	 son	 proteínas	 citosólicas	 y	 las	
tipo	D	solo	se	encuentran	en	 las	
mitocondrias.	 Tomada	 y	
modificado	 de	 Aguilera-
Alvarado,	2019a.	

	

	

	

	

	

	

3.2.4.4. La	familia	de	las	hexocinasas	en	plantas	

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

thaliana	 está	 formada	 por	 seis	 proteínas	 [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	 catalítica	 (HXK1-3)	

mientras	que	las	tres	restantes	son	HKL	(HKL1-3).	HXK1	es	una	hexocinasa	tipo	B	capaz	de	
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translocarse	 al	 núcleo,	 mientras	 que	 AtHXK3	 es	 cloroplástica	 y	 de	 las	 cuatro	 proteínas	

restantes	no	se	tiene	información	respecto	a	su	localización	subcelular	[Karve	et	al.,	2008]	

[Aguilera-Alvarado	&	Sánchez-Nieto,	2017]	

Por	 su	 parte,	 en	 O.	 sativa,	 nueve	 de	 las	 diez	 HXKs	 (OsHXK2-10)	 poseen	 una	

estructura	genómica	altamente	conservada:	nueve	exones	y	ocho	intrones,	mientras	que	

OsHXK1	 tiene	 un	 único	 exón.	 Del	 análisis	 del	 perfil	 de	 expresión	 de	 genes	 en	 arroz,	 se	

encontró	 que	 a	 excepción	 de	 OsHXK1	 y	 OsHXK10,	 estos	 se	 expresan	 prácticamente	 en	

todos	los	tejidos,	mientras	que	OsHXK10	es	polen-específica	[Cho	et	al.,	2006].	En	cuanto	

a	su	localización	subcelular,	OsHXK1,	OsHXK7	y	OsHXK8	son	HXK	tipo	C,	OsHXK4	es	del	tipo	

A	 y	 las	 seis	 restantes	 son	 del	 tipo	 B	 [Cheng	et	 al.,	 2011],	 siendo	 únicamente	OsHXK5	 y	

OsHXK6	 capaces	 de	 traslocarse	 al	 núcleo	 [Cho	 et	 al.,	 2009]	 aunque	 el	 mecanismo	 de	

translocación	aún	se	desconoce.	

S.	lycopersicum	tiene	cuatro	HXKs	pero	solo	se	sabe	que	SlHXK1	es	una	HXK	tipo	B	y	

SlHXK4	es	del	tipo	A	[Dai	et	al.,	2002;	Damari-Weissler	et	al.,	2006].	

Karve	et	al.,	2010	y	Zhang	et	al.,	2014	mediante	un	análisis	in	silico	predijeron	que	

la	familia	de	las	HXKs	en	Z.	mays	contenía	seis	HXKs	catalíticas	y	tres	no	catalíticas	y	con	

localización	subcelular	citosólica,	mitocondrial	y	cloroplástica.	Sin	embargo,	el	análisis	 in	

silico	 realizado	 por	 Aguilera-Alvarado	 y	 colaboradores	 (2019),	 no	 predijo	 ninguna	

cloroplástica.	Adicionalmente,	Aguilera-Alvarado	y	colaboradores	(2019)	demostraron	que	

ZmHXK4-9	sí	tienen	actividad	catalítica,	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	Km	para	fructosa	ya	que	aún	

no	alcanzaba	la	Vmax	a	concentraciones	de	100	mM	y	su	Km	para	glucosa	está	en	el	rango	

mM	(Km	4.7	mM).	Mientras	que	ZmHXK4,	5,	6	y	7	presentaban	una	Km	similar	para	glucosa	

entre	66	y	195	µM,	y	diferían	en	la	Km	para	ATP,	ZmHXK4,	5	y	6	con	una	Km	de	135	a	199	

µM,	mientras	ZmHXK7	es	más	afín	con	una	Km	de	29	µM.	Una	diferencia	adicional	fue	su	

ubicación	 en	 la	 célula,	 ZmHXK4-6	 y	 ZmHXK9	 son	 mitocondriales	 y	 ZmHXK7	 y	 ZmHXK8	

citosólicas.	 No	 hubo	 ZmHXK	 cloroplástica.	 Hernández-Loyola	 (2019)	 encontró	 que	

ZmHXK4-6	 tienen	 una	 secuencia	 presuntamente	 de	 localización	 nuclear,	 adyacente	 a	 la	
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secuencia	 de	 anclaje	 a	 la	 mitocondria.	 La	 remoción	 de	 la	 secuencia	 de	 anclaje	 a	 la	

mitocondria	permite	a	ZmHXK6	que	se	encuentre	en	el	núcleo	(Hernández-Loyola,	2019),	

aún	 no	 se	 demuestra	 si	 ZmHXK4	 y	 ZmHXK5	 también	 pueden	 localizarse	 en	 el	 núcleo,	

aunque	 en	 su	 secuencias	 también	 presentan	 una	 secuencia	 putativa	 de	 localización	

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

	

3.2.4.5. Función	

Como	ya	se	mencionó	anteriormente,	 las	HXKs	son	capaces	de	fosforilar	hexosas,	

mostrando	 diferente	 afinidad	 por	 cada	 una	 de	 ellas,	 sin	 embargo,	 también	 se	 ha	

demostrado	que	estas	proteínas	son	capaces	de	percibir	la	glucosa	y	transducir	la	señal	de	

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

	

3.2.4.5.1. Proteínas	Moonlighting	

Pese	 a	 que	 la	 mayoría	 de	 las	 proteínas	 solo	 son	 capaces	 de	 realizar	 una	 única	

función,	 hay	 algunas	 que	 son	 multifuncionales,	 entre	 ellas	 se	 encuentra	 una	 subclase	

denominada	proteínas	moonlighting	 [Mani	et	al.,	 2014;	Rad	et.	al.,	 2018].	 Las	proteínas	

moonlighting	 fueron	 descritas	 por	 primera	 vez	 en	 1980	 por	 Piatigorsky	 y	Wistow	 y	 son	

aquellas	 proteínas	 que	 tienen	 funciones	 no	 relacionadas	 y	 autónomas,	 es	 decir,	 la	

inactivación	 de	 una	 función,	 no	 afecta	 a	 la	 otra	 [Huberts	 &	 van	 der	 Klei,	 2010].	 Estas	

proteínas	 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	proteínas	multifunción	se	enumeran	en	la	

tabla	2.	

Las	funciones	de	 las	proteínas	moonlighting	generalmente	no	están	relacionadas;	

pueden	 ser	 dos	 funciones	 enzimáticas	 diferentes,	 o	 pueden	 combinar	 una	 función	

catalítica	con	una	no	catalítica,	e	 incluso	pueden	ser	dos	funciones	no	catalíticas	[Rad	et	

al.,	2018].	Adicionalmente,	estas	funciones	pueden	variar	como	consecuencia	de	cambios	

en	la	localización	celular,	el	tipo	de	células,	concentración	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	función	y	organismo	en	los	cuales	se	encuentran	proteínas	moonlighting.		
(*)	Denota	la	función	principal	(º)	Denota	la	función	moonlighting.	Tomado	y	modificado	de	Huberts,	2010	

Proteína	 Organismo	 Funciones	
Animales	

Aconitasa	 Homo	sapiens	
Enzima	del	Ciclo	de	Krebs*	

Homeostasis	del	Hierroº	

ATF2	 Homo	sapiens	
Factor	de	transcripción*	

Respuesta	a	daño	del	DNAº	

Cristalinas	 Varios	
Proteína	estructural	del	cristalino*	

LDHº,	α-enolasaº	

Citocromo	C	 Varios	
Transportador	de	electrones*	

Apoptosisº	

Complejo	ESCRT-II	 Drosophila	melanogaster	
Proteína	endosomal	de	clasificación*	

Localización	del	mRNA	bicoideº	

ERK2	 Homo	sapiens	
MAP	cinasa*	

Represor	transcripcionalº	

STAT3	 Mus	musculus	
Factor	de	transcripción*	

Cadena	transportadora	de	electronesº	

Plantas	

Hexocinasa	 Arabidopsis	thaliana	
Metabolismo	de	la	glucosa*	

Señalización	por	glucosaº	

Presenilina	 Psycomitrella	patens	
γ-secretasa*	

Función	citoesqueléticaº	

Levaduras	

Aconitasa	 Saccharomyces	cerevisiae	
Enzima	del	Cliclo	de	Krebs*	

Estabilidad	del	mtDNAº	

Aldolasa	 Saccharomyces	cerevisiae	
Enzima	glicolítica*	

Ensamblaje	de	la	ATPasa	Vº	

Enolasa	 Saccharomyces	cerevisiae	
Enzima	glicolítica*	

Transporte	mitocondrial	del	tRNAº	

Fosfofructocinasa	 Pichia	pastoris	
Enzima	glicolítica*	

Peroxisomas	de	autofagiaº	

Galactocinasa	 Kluyveromyces	lactis	
Catabolismo	de	la	galactosa*	

Inductor	de	genesº	

Piruvato	carboxilasa	 Hansenula	polymorpha	
Enzima	anaplerótica*	

Ensamblaje	de	la	alcohol	oxidasaº	

Bacterias	

Enolasa	 Streptococcus	pneumoniae	
Enzima	glucolítica*	

Unión	a	plasminógenoº	
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GroEL	 Enterobacter	aerogenes	
Chaperona*	

Toxina	para	insectosº	

MurI	 Mycobacterium	tuberculosis	
Glutamato	racemasa*	

Inhibidor	de	la	DNA	girasaº	

Tioredoxina	 Escherichia	coli	
Enzima	contra	el	estrés	oxidante*	

Subunidad	de	la	DNA	polimerasa	T7º	

	

	

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	 vías	metabólicas,	 surge	 la	 pregunta	 ¿Cómo	 saber	 si	 los	

efectos	en	la	expresión	de	genes	y	en	la	fisiología	de	las	plantas	por	estos	carbohidratos	

son	causados	por	su	sola	presencia,	su	fosforilación	o	su	metabolismo?	Para	contestarla	se	

han	realizado	estudios	de	tipo	farmacológico	utilizando	análogos	no	metabolizables	de	los	

diferentes	carbohidratos.	Para	determinar	el	efecto	señalizador	de	la	glucosa	se	han	usado	

manosa	 (Man),	 2-deoxiglucosa	 (2DOG),	 3-O-metilglucosa	 (3OMG)	 y	 la	 6-deoxiglucosa	

(6DOG)	(Figura	8).	

Cada	uno	de	los	análogos	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	análogos,	

6DOG	y	3OMG	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	3OMG	dentro	de	la	célula	no	desencadena	

ningún	 cambio	 en	 la	 expresión	 de	 genes	 [Villadsen	 &	 Smith,	 2004],	 pero	 sí	 ocurre	 con	

manosa	y	2DOG,	y	el	hecho	de	que	estas	moléculas	no	pueden	ser	metabolizadas,	pero	sí	

fosforiladas,	 sentó	 las	 bases	 para	 profundizar	 en	 el	 estudio	 de	 la	 HXK	 como	 sensor	 de	

glucosa,	y	en	cómo	se	transduce	en	un	cambio	en	la	expresión	de	genes.	

La	otra	aproximación,	aparte	de	la	farmacológica,	fue	la	genética.	La	obtención	de	

mutantes	de	A.	thaliana	con	diferentes	sensibilidades	a	la	suplementación	del	medio	con	

glucosa,	ha	permitido	el	estudio	de	la	señalización	por	azúcares.	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	mutación	sin	sentido	en	la	HXK	(Q432*)	

y	la	mutante	gin	2-2	tiene	una	mutación	de	cambio	de	sentido	en	la	HXK	(G416A),	por	lo	

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

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

	

El	fenotipo	de	las	plantas	gin	2-1	crecidas	en	cámara	ambiental	en	condiciones	de	

luz	 alta	 es	 notablemente	 diferente	 al	 de	 las	 plantas	 silvestres;	 las	 mutantes	 gin	 2-1	

muestran,	hojas	pequeñas	de	color	verde	oscuro	que	en	etapa	de	floración	su	sistema	de	

raíces,	hojas,	inflorescencias	y	peciolos	son	más	pequeños,	además	de	que	la	cantidad	de	

silicuas	y	semillas	es	menor	(Figura	9A).	Solo	el	número	de	hojas	y	la	cantidad	de	tricomas	

se	mantuvo	 sin	 cambio.	 La	 actividad	 de	 fosforilación	 de	 glucosa	 de	 los	 extractos	 de	 las	

plantas	gin	2-1	es	solo	del	50	%,	actividad	que	se	debe	a	sus	otras	dos	HXKs	catalíticas.	

	 El	 fenotipo	 observado	 en	 las	 plantas	 gin	 2-1	 no	 es	 atribuible	 a	 los	 efectos	 de	 la	

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	aminoácidos	catalíticos	|	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	expresión	de	genes	fotosintéticos	de	las	cinco	
plantas	cuando	crecieron	en	agar	al	1	%	suplementado	con	glucosa	al	2	%.	CAA	Anhidrasa	carbónica,	CAB	
proteína	de	unión	a	clorofila	y	SBP	sedoheptulosa	bifosfatasa.	Tomado	de	Moore	et	al.,	2003.	
	

Otra	explicación	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	

unión	 a	 ATP	 (G104D)	 y	 otra	 que	 evita	 la	 transferencia	 del	 grupo	 fosforilo	 a	 la	 glucosa	

(S177A).	Las	plantas	gin	2-1	complementadas	con	la	HXK1	silvestre	y	con	las	HXK	G104D	y	

HXK	S117A,	recuperaron	la	sensibilidad	a	la	glucosa,	así	como	la	acumulación	de	clorofila	

de	manera	similar	a	 la	planta	silvestre	 (Figura	9B),	además	presentaron	represión	de	 los	

genes	 fotosintéticos	 CAA,	 CAB2	 y	 SBP	 (Figura	 9C),	 sugiriendo	 que	 el	metabolismo	 de	 la	

glucosa	no	es	el	responsable	de	los	fenotipos	característicos	de	la	mutante	y	que	AtHXK1	

A	 B	

C	
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es	 una	 proteína	 moonlighting,	 ya	 que	 percibe	 la	 abundancia	 de	 la	 glucosa	 y	 lleva	 a	

cambios	en	la	expresión	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	señalizadoras	en	O.	sativa,	Nicotiana	

tabacum,	entre	 otras.	 El	 grupo	 del	 Dr.	 Jeon	 (Universidad	 de	 Kyung	Hee,	 Corea	 del	 Sur)	

comprobó	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	mayoría	de	las	HXKs	sensoras	son	mitocondriales	con	excepción	

de	OsHXK7,	proteína	citosólica	[Kim	et	al.,	2016].	Se	desconoce	por	qué	estás	HXKs	tienen	

la	capacidad	de	ser	sensoras,	pero	se	sugiere	que	por	encontrarse	en	un	lugar	estratégico	

para	 la	 producción	 de	 ATP	 e	 incluso	 los	 cambios	 en	 el	 estado	 redox	 de	 la	 célula,	 la	

percepción	 de	 la	 abundancia	 de	 glucosa	 podría	 ser	 fácilmente	 traducida	 desde	 la	

mitocondria	hacia	cualquier	otro	compartimento	celular.	

	

4. Justificación	

En	maíz	 se	 han	 caracterizado	 a	 seis	 hexocinasas,	 todas	 ellas	 catalíticas	 y	 que	 se	

encuentran	 en	 diferentes	 compartimentos	 subcelulares;	 dos	 citosólicas:	 ZmHXK7	 y	

ZmHXK8,	 y	 cuatro	mitocondriales:	 ZmHXK4-6	 y	 ZmHXK9	 [Aguilera-Alvarado	et	 al.,	 2019]	

con	 ZmXHK6	 como	 proteína	 que	 puede	 encontrarse	 en	 el	 núcleo	 [Hernández-Loyola,	

2019].	 La	 producción	 de	 mutantes	 en	 cada	 una	 de	 estas	 HXKs	 podría	 contribuir	 en	 el	

entendimiento	de	su	participación	fisiológica	en	la	planta.	

Las	 mutantes	 por	 complementación	 de	 las	 plantas	 gin	 2-1	 serían	 útiles	 para	

dilucidar	 cuál	 o	 cuáles	 de	 las	 HXKs	 de	 maíz	 son	 sensoras.	 El	 contar	 con	 plantas	

sobreexpresoras	 en	 cada	 ZmHXK	 podría	 ser	 útil	 para	 determinar	 si	 las	 HXKs	 ayudan	 a	

incrementar	 el	 flujo	 metabólico	 de	 carbono	 y	 así	 mejorar	 crecimiento	 de	 la	 planta.	

Mientras	que	las	mutantes	por	remoción	o	silenciamiento	de	la	HXKs,	serían	valiosas	para	

evaluar	el	papel	fisiológico	de	las	HXKs.		
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Como	primer	acercamiento	para	avanzar	en	el	conocimiento	de	 las	HXKs	de	maíz	

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	maíz	es	sensora,	y	se	realizó	la	

caracterización	 fenotípica	 y	 genotípica	 de	 las	 plantas	 complementadas	 con	 las	 HXKs	

mitocondriales:	ZmHXK4,	ZmHXK5,	ZmHXK6	y	ZmHXK9.	

	

5. Hipótesis	

Las	 plantas	 gin	 2-1	 complementadas	 con	 ZmHXKs	 mitocondriales	 regresarán	 al	

fenotipo	 silvestre	 de	 sensibilidad	 a	 glucosa,	 debido	 a	 que	 son	 proteínas	 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.	

	

• Identificar	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	expresión	de	los	genes	fotosintéticos	

en	las	plantas	complementadas.	
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7. Diseño	experimental	

Para	cumplir	los	objetivos	del	trabajo	se	siguió	el	diseño	experimental	presentado	

en	la	figura	10.	Esencialmente	el	protocolo	se	dividió	en	dos	partes:	A.	Corroborar	que	las	

plantas	carecen	de	AtHXK1	y	que	expresan	a	las	HXKs	de	maíz	y	B.	La	identificación	de	la	

ZmHXK	sensora.	

Fig.	10	Diagrama	de	flujo	del	diseño	experimental	de	este	trabajo	|	El	diagrama	experimental	abarca	dos	
grandes	 secciones	 en	 la	 primera	 la	metodología	 realizada	 para	 corroborar	 que	 las	 plantas	 expresan	 a	 las	
diferentes	HXKs	de	maíz	y	en	la	segunda	se	muestra	la	metodología	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	ZmHXK9.	

Desinfección	 de	 semillas.-	 En	 condiciones	 asépticas	 se	 transfirió	 a	 un	microtubo	

estéril	de	1.5	mL	la	cantidad	de	semillas	necesarias	para	alcanzar	la	marca	de	100	µL	del	

tubo,	se	le	agregó	1	mL	de	hipoclorito	de	sodio	al	20	%	v/v	y	1	µL	de	Tween	20	al	0.1	%	v/v	

y	se	agitaron	mecánicamente	durante	30	min	y	posteriormente	se	centrifugaron	durante	

10	 s	 en	 una	 minifuga.	 Se	 retiró	 el	 líquido,	 se	 agregó	 1	 mL	 de	 agua	 estéril,	 se	 agitó	

mecánicamente	durante	5	min	y	se	centrifugaron.	Este	proceso	de	lavado	se	repitió	cuatro	

veces	 más	 y	 finalmente	 las	 semillas	 se	 resuspendieron	 en	 1	 mL	 de	 agua	 estéril	 y	 se	

almacenaron	a	4	°C	y	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	días	o	cuando	

se	percibieran	que	el	sustrato	estaba	seco.	Después	de	las	cuatro	semanas,	las	plántulas	se	

transfirieron	a	macetas	 individuales	cambiando	 las	condiciones	a	 fotoperiodo	natural	en	

invernadero	y	alternando	el	riego	con	agua	y	solución	Hoagland	(Anexo	I).	

Para	 las	 condiciones	 de	 fotoperiodo	 largo,	 se	 sembró	 un	 lote	 de	 15	 semillas	 de	

cada	uno	de	 los	 seis	 diferentes	 genotipos	 durante	 23	días	 bajo	 un	 fotoperiodo	de	 18	h	

luz/6	 h	 oscuridad,	 a	 22	 °C	 y	 fueron	 regadas	 con	 agua	 de	 grifo	 según	 se	 mencionó	

anteriormente.	

Crecimiento	 en	 caja.-	 Para	 determinar	 la	 longitud	 radicular	 de	 las	 seis	 líneas,	 se	

sembraron	semillas	previamente	desinfectadas	en	cajas	cuadradas	con	agar	al	1	%,	medio	

MS	o	medio	Gamborg	sin	ningún	otro	componente	añadido	o	con	glucosa	o	manitol	al	2	
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%.	 Las	 cajas	 con	 semillas	 se	 colocaron	 durante	 tres	 días	 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	cámara	ambiental	durante	14	días,	en	un	fotoperiodo	de	8	h	luz	y	

16	h	(fotoperiodo	corto)	en	oscuridad	a	una	temperatura	de	22	°C.	

Para	 determinar	 la	 expresión	 de	 genes	 fotosintéticos	 de	 las	 seis	 líneas,	 estas	 se	

hicieron	crecer	en	cajas	circulares	con	medio	MS	0.5x	y	con	glucosa	o	manitol	al	6	%,	el	

proceso	 de	 desinfección	 y	 mantenimiento	 a	 4	 °C	 se	 realizó	 como	 se	 describió	

anteriormente	 y	 se	 dejaron	 crecer	 las	 plantas	 durante	 20	 días	 bajo	 condiciones	 de	 luz	

continua	y	a	22	°C.	

	

8.2. Obtención,	cuantificación	y	comprobación	de	la	integridad	del	RNA	

Las	 plántulas	 completas	 fueron	 congeladas	 con	 N2	 líquido	 y	 se	 pulverizó	 en	 un	

mortero	 estéril,	 frío	 y	 previamente	 lavado	 con	 Cloralex®,	 se	 agregó	 1	 mL	 de	 Trizol	

(Thermo	Fisher	Scientific)	al	 tejido	pulverizado	en	el	mortero,	y	una	vez	descongelada	 la	

muestra	 se	 colocó	 en	 un	 tubo	 de	 microfuga	 de	 1.5	 mL	 estéril.	 El	 tubo	 se	 centrifugó	

durante	 15	 min	 y	 4	 °C	 a	 13000	 rpm	 y	 el	 sobrenadante	 se	 transfirió	 a	 otro	 tubo	 de	

microfuga,	 después	 se	 le	 agregaron	 200	 µL	 de	 una	 mezcla	 Fenol:Cloroformo:Alcohol	

isoamílico	 (25:24:1)	 y	 se	 agitó	manualmente	 por	 15	 s.	 El	 tubo	 se	 volvió	 a	 centrifugar	 a	

13000	 rpm	y	4	 °C,	esta	 vez	durante	10	min.	El	 sobrenadante	 se	 colocó	en	otro	 tubo	de	

microfuga,	 se	 le	 agregaron	 400	µL	 de	 cloroformo	 y	 se	 agitó	manualmente	 por	 15	 s,	 el	

lavado	con	cloroformo	y	la	centrifugación	se	repitieron	y	el	sobrenadante	se	pasó	a	otro	

tubo	 de	 microfuga	 para	 agregarle	 200	 µL	 de	 isopropanol,	 el	 tubo	 se	 agitó	 en	 vórtex	

durante	 15	 s	 y	 se	 dejó	 incubando	 a	 temperatura	 ambiente	 por	 10	 min,	 después	 se	

centrifugó	durante	10	min	a	4	°C	y	13000	rpm.	El	sobrenadante	se	desechó	evitando	tirar	

el	 botón	 formado	 y	 este	 se	 lavó	 agregándole	 1	 mL	 de	 etanol	 al	 70%	 y	 volviéndolo	 a	

resuspender	para	volver	a	centrifugarlo	y	 tirar	el	 sobrenadante.	Finalmente,	el	botón	se	

dejó	secar	y	una	vez	seco,	se	resuspendió	en	20	µL	de	agua	libre	de	RNasas	(Anexo	IV).	

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

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



27 
 

evaluación	de	la	integridad	del	RNA,	se	mezcló	el	volumen	necesario	para	obtener	1.5	µg	

de	RNA,	5	µL	de	amortiguador	de	carga	6x	(Thermo	Scientific)	y	el	volumen	necesario	de	

agua	libre	de	nucleasas	para	un	volumen	final	de	30	µL.	Las	muestras	se	resolvieron	en	un	

gel	de	agarosa	al	2	%	(Anexo	IV)	a	80	V	por	45	min.	Se	usó	amortiguador	de	corrida	TAE	1x	

(Anexo	 IV).	 La	 integridad	 de	 las	 bandas	 de	 las	 subunidades	 ribosomales	 18S	 y	 28S	 se	

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

	

8.3. Síntesis	de	cDNA	

Para	 la	 síntesis	 de	 cDNA	 se	 empleó	 la	 transcriptasa	 reversa	 (RT).	 Se	 utilizó	 el	

volumen	necesario	para	tener	4	µg	de	RNA,	este	se	mezcló	con	4	µL	de	Oligo	dT	20	µM	

(SIGMA)	y	el	volumen	necesario	de	agua	libre	de	nucleasas	para	obtener	un	volumen	final	

de	40	µL.	Se	incubó	a	70°C	por	5	min	y	después	5	min	en	hielo.	

A	la	mezcla	anterior	se	le	agregaron	40	µL	de	la	siguiente	mezcla	de	reacción:	16	µL	

de	amortiguador	ImProm	5x	(Promega),	9.6	µL	de	MgCl2	25	mM,	4	µL	de	dNTPs	(10	mM),	4	

µL	de	RT	(Promega)	y	el	volumen	necesario	de	agua	libre	de	nucleasas	para	un	volumen	

final	 de	 40	 µL.	 Las	 condiciones	 que	 se	 utilizaron	 para	 la	 retrotranscripción	 fueron	 las	

siguientes:	

	

Tabla	3	|	Condiciones	para	la	síntesis	de	cDNA	
	

	

	

	

	

8.4. Determinación	de	la	expresión	de	las	HXKs	y	genes	fotosintéticos	mediante	PCR	

de	punto	final	

Una	 vez	 sintetizado	 el	 cDNA,	 se	 realizó	 un	 PCR	 para	 determinar	 la	 expresión	 de	

AtHXK1,	ZmHXK4,	ZmHXK5,	ZmHXK6	y	ZmHXK9	y	de	 los	genes	 fotosintéticos	CAA,	CAB	y	

SBP,	 utilizando	 ubiquitina	 (UBQ)	 como	 gen	 endógeno.	 Los	 oligonucleótidos	 fueron	

diseñados	 utilizando	 los	 recursos	 en	 línea	 Primer3Plus	 (www.bioinformatics.nl/cgi-

Ciclos	 Temperatura	 Duración	
1	 25	°C	 5	min	
1	 42	°C	 60	min	
1	 70	°C	 15	min	
1	 4	°C	 ∞	
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vin/primer3plus/primer3plus.cgi)	 para	 obtener	 la	 secuencia	 de	 los	 oligonucleótidos	

sentido	 y	 antisentido	 y	 además	 se	 usó	 el	 programa	 OligoAnalyzer	

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

los	 oligonucleótidos	 no	 formaran	 estructuras	 secundarias.	 Las	 condiciones	 de	

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

	

Tabla	4	|	Oligonucleótidos	utilizados	para	la	Reacción	en	Cadena	de	la	Polimerasa.	También	se	
muestran	algunas	de	sus	características	generales.	

Gen	 Número	de	acceso	en	
Ensembl	Plants	 Sentido	 Secuencia	 Tamaño	de	

amplicón	

AtHXK1	 At4g29130.1	
Sentido	 5’-GGATGGTGGATTGTTTGAGC-3’ 

156	pb	
Antisentido	 5’-GAGTGAGAAGCAGCAAGAAGC-3’ 

CAA	 At5g14740.6	
Sentido	 5’-GGTGGAAAACATTGTGGTGA-3’ 

208	pb	
Antisentido	 5’-CACATTCACTGCCTCCCTTT-3’ 

CAB	 At3g27690.2	
Sentido	 5’-GGTTCAAGGCAGGATCTCAA-3’ 

154	pb	
Antisentido	 5’-AGAGGACCACCTCCGATTCT-3’ 

SBP	 At3g55800.1	
Sentido	 5’-GCACAAGCAACTCCTGACAA-3’ 

181	pb	
Antisentido	 5’-GCAAAGCCTCAAAGAGAAGC-3’ 

UBQ	 At5g20620.2	
Sentido	 5’-CAACCCTTCATTTGGTGCTT-3’ 

162	pb	
Antisentido	 5’-GTCTCTGCTGATCTGGTGGA-3’ 

ZmHXK4	 GRMZM2G058745_T02.1	
Sentido	 5’-GTGATCGAGGAGGTCGAGAG-3’ 

173	pb	
Antisentido	 5’-AACAGCCCATGTTCATCTCC-3’ 

ZmHXK5	 GRMZM2G432801_T01.1	
Sentido	 5’-GTGTGCTGCGAGTCCAACTA-3’ 

213	pb	
Antisentido	 5’-GGAAGGAAAACGTGAAACCA-3’ 

ZmHXK6	 GRMZM5G856653_T01.1	
Sentido	 5’-CATTGCTGCTGAGTTGGAAA-3’ 

213	pb	
Antisentido	 5’-CTTTCCATGGCCCTACTCAA-3’ 

ZmHXK9	 GRMZM2G171373_T03.1	
Sentido	 5’-TTCAGTTGCATCTGGCACTC-3’ 

173	pb	
Antisentido	 5’-CATATCTCCCAGCAGCCAAT-3’ 

	

	

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

Ciclos	 Temperatura	 Duración	 Evento	
1	 94	°C	 3	min	 Desnaturalización	inicial	

35	
98	°C	 30	s	 Desnaturalización	
55	°C	 1	min	 Alineamiento	
72	°C	 1	min	 Extensión	

1	 72	°C	 10	min	 Extensión	final	
1	 4	°C	 ∞	 -	
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Tabla	6	|	Condiciones	utilizadas	para	la	Reacción	en	Cadena	de	la	Polimerasa	para	el	gen	AtHXK1	
Ciclos	 Temperatura	 Duración	 Evento	
1	 94	°C	 3	min	 Desnaturalización	inicial	

25	
98	°C	 30	s	 Desnaturalización	
55	°C	 1	min	 Alineamiento	
72	°C	 1	min	 Extensión	

1	 72	°C	 10	min	 Extensión	final	
1	 4	°C	 ∞	 -	

	

	 Se	 comprobó	 la	 existencia	 del	 producto	 de	 amplificación	 para	 cada	 par	 de	

oligonucleótidos	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	evaluó	con	la	ayuda	de	un	transiluminador	ChemiDoc	System,	

BioRad.	

	

8.5. Obtención	y	cuantificación	de	proteína	total	de	tejido	vegetal	

Se	pesó	el	tejido	vegetal	y	con	ayuda	de	un	mortero	y	pistilo,	utilizando	nitrógeno	

líquido,	 éste	 se	 pulverizó	 hasta	 tener	 un	 polvo	 fino,	 el	 cual	 se	 transfirió	 a	 un	 tubo	 de	

microfuga	 de	 1.5	 mL	 hasta	 llegar	 a	 la	 primera	 marca,	 el	 tubo	 se	 llenó	 con	 ácido	

tricloroacético	 al	 10	 %	 (v/v)	 en	 acetona	 (Anexo	 V)	 y	 se	 agitó	 en	 vórtex	 por	 15	 s.	

Posteriormente	 los	 tubos	 se	 centrifugaron	 a	 12000	 g	 y	 4	 °C	 durante	 10	 min	 y	 el	

sobrenadante	se	desechó.	Los	tubos	se	llenaron	con	acetato	de	amonio	0.1	M	en	metanol	

al	 80	%	 v/v	 (Anexo	 V),	 se	 agitaron	 en	 vórtex	 por	 15	 s	 y	 se	 centrifugaron	 siguiendo	 las	

mismas	 condiciones	 anteriormente	 mencionadas,	 nuevamente	 el	 sobrenadante	 se	

descartó,	 los	 tubos	 se	 llenaron	 con	acetona	80	%	v/v	 (Anexo	V),	 se	 agitaron	 con	 vórtex	

hasta	que	el	botón	se	dispersó	completamente	y	se	volvieron	a	centrifugar.	Después	de	la	

centrifugación,	se	descartó	el	sobrenadante,	se	dejó	secar	el	botón	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	 vórtex	 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	

centrifugación,	 la	fase	superior	se	transfirió	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	día	siguiente	se	centrifugaron	a	12000	g	y	4	°C	durante	15	min	y	

se	descartó	el	sobrenadante.	El	botón	se	lavó	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	

botón	 lavado	se	dejó	secar	al	aire,	se	resuspendió	en	amortiguador	de	fosfatos	100	mM	

pH=	8.0	y	se	cuantificó	la	cantidad	de	proteína	en	cada	muestra.	

La	 cuantificación	 de	 proteína	 se	 llevó	 a	 cabo	 utilizando	 el	 método	 de	 Bradford	

adaptado	a	microplacas	de	96	pozos.	 La	 absorbancia	producida	por	 la	 reacción	entre	el	

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

	

8.6. Resolución	de	proteínas	en	geles	de	poliacrilamida-SDS	

Se	hizo	un	gel	de	acrilamida	al	12	%	y	0.75	mm	de	grosor	(Anexo	VI)	y	se	utilizó	el	

marcador	de	peso	molecular	Precision	Plus	Protein	Standard,	Dual	Color	de	BioRad.	El	gel	

se	corrió	a	60	V	hasta	pasar	el	gel	concentrador	y	a	85	V	a	lo	largo	del	gel	separador.	El	gel	

se	 puso	 en	 contacto	 con	 la	 solución	 fijadora	 (Anexo	 VI),	 en	 agitación	 durante	 toda	 la	

noche.	 Transcurrido	 ese	 tiempo,	 la	 solución	 se	 decantó	 y	 se	 le	 agregó	 al	 gel	 solución	

teñidora	 (Anexo	 VI),	 se	 dejó	 reposando	 en	 agitación	 durante	 2	 h	 y	 posteriormente	 la	

solución	 teñidora	 se	 retiró	 y	 se	 agregó	 solución	 desteñidora	 hasta	 que	 el	 fondo	 fuera	

traslúcido	o	claro	(Anexo	VI).	Se	obtuvo	un	registro	fotográfico	del	gel	teñido	con	azul	de	

Coomasie	con	el	equipo	ChemiDoc	System,	BioRad.	

	

8.7. Inmunoréplica	tipo	Western	

Las	 proteínas	 separadas	 en	 el	 gel	 de	 poliacrilamida-SDS	 se	 transfirieron	 a	 una	

membrana	PVDF	de	0.45	µm	(Immobilon-P	Transfer	Membranes,	Merck	Millipore)	de	 la	

siguiente	manera:	 El	 gel	 sin	 fijar	 ni	 teñir	 se	 sumergió	 en	 amortiguador	 de	 transferencia	

(Anexo	 VII)	 durante	 30	 min	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 agitación	 constante.	

Posteriormente	 el	 gel	 se	 colocó	 en	 un	 casete	 de	 plástico	 que	 contenía	 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,	 además,	 antes	 de	 humedecer	 la	
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membrana,	esta	se	dejó	remojar	con	metanol	por	5	min.	El	casete	se	colocó	en	la	cámara	

de	 electrotransferencia	 de	 manera	 que	 éste	 quedara	 orientado	 hacia	 el	 cátodo	 y	 la	

membrana	de	PVDF	hacia	el	ánodo,	 la	electrotransferencia	se	 realizó	a	22	V	durante	90	

min.	Después	 la	membrana	 se	 lavó	 con	agua,	 se	 le	 añadió	4	mL	del	primer	 reactivo	del	

Sistema	Western	Blot	Signal	Enhancer	(Pierce®)	y	se	dejó	actuar	por	2	min,	se	realizaron	

cinco	lavados	consecutivos	con	agua,	se	añadieron	4	mL	del	segundo	reactivo	del	Sistema	

Western	Blot	Signal	Enhancer	(Pierce®),	se	dejó	actuar	por	10	min	y	se	 lavó	cinco	veces	

con	agua.	

Para	 la	 inmunodetección,	 la	 membrana	 se	 colocó	 en	 10	 mL	 de	 solución	

bloqueadora	(Anexo	VII)	durante	1	h	y	se	mantuvo	en	agitación	constante	a	temperatura	

ambiente.	Transcurrido	este	tiempo,	la	membrana	se	lavó	tres	veces	durante	5	min	con	10	

mL	de	TTBS	(Anexo	VII).	Una	vez	lavada	la	membrana,	se	le	añadieron	2	mL	de	anticuerpo	

anti-V5	 (monoclonal	 de	 ratón,	 Santa	 Cruz)	 a	 una	 dilución	 1:2000	 y	 se	 dejó	 interactuar	

durante	toda	la	noche	a	4	°C	y	agitación	constante.	Posteriormente,	se	lavó	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	 agregó	 el	 segundo	 anticuerpo	 (IgG-AP	 anti-conejo	 producido	 en	 cabra	 DE	

Millipore)	a	una	dilución	1:5000,	se	dejó	interactuar	por	4	h	a	temperatura	ambiente	bajo	

agitación	 constante	 y	 se	 realizaron	 lavados	 de	 TBS	 y	 TTBS	 como	 anteriormente	 se	

mencionó.	La	membrana	se	reveló	mezclando	75	µL	de	NBT	en	dimetilformamida	al	70	%	

con	 75	 µL	 de	 BCIP	 disuelto	 en	 dimetilformamida	 en	 10	 mL	 de	 solución	 PBS	 y	 se	 dejó	

interactuar	hasta	la	aparición	de	bandas	de	suficiente	intensidad.	

	

8.8. Medición	de	la	longitud	radicular	

A	los	4,	5,	6,	7	y	14	días	de	crecimiento,	se	tomó	registro	fotográfico	de	las	plantas	

crecidas	 en	 diferentes	medios	 y	 con	 diferentes	 carbohidratos.	 Se	 utilizó	 el	 software	 de	

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

Health.	 Se	 utilizó	 como	 longitud	 conocida	 la	 cuadrícula	 presente	 en	 cada	 caja	 Petri,	 en	

donde	el	largo	de	cada	lado	de	los	cuadrados	pequeños	es	de	1.33	cm.	
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8.9. Generación	de	gráficos	y	análisis	estadístico	

Para	 la	 elaboración	de	 las	 curvas	de	 la	 longitud	 radicular	 y	 su	 respectivo	 análisis	

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

desarrollado	por	GraphPad	Software,	Inc.		

	

9. Resultados	

9.1. Comprobación	de	la	expresión	de	las	diferentes	ZmHXKs	

9.1.1. Comprobación	 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	aún	conservaban	la	mutación,	se	amplificó	por	PCR	cada	

uno	de	los	cuatro	genes	de	las	ZmHXKs	(Figura11).	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
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	específica.	Se	muestra	el	producto	de	la	amplificación.	
	

9.1.2. Comprobación	 de	 la	 presencia	 de	 ZmHXKs	 en	 plantas	 complementadas	

mediante	Western	Blot	

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

plantas	 complementadas,	 se	 extrajo	 la	 proteína	 total	 de	 cada	 una	 de	 las	 seis	 líneas	 de	

plantas	 conforme	 la	 metodología	 descrita	 en	 materiales	 y	 métodos,	 después	 de	 su	

100	pb 

300	pb 

200	pb 
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cuantificación,	 se	 procedió	 a	 elaborar	 un	 gel	 de	 poliacrilamida-SDS	 para	 separar	 a	 las	

proteínas.	 Posteriormente	 las	 proteínas	 fueron	 transferidas	 a	 membrana	 de	 PVDF	 y	 se	

detectó	 a	 las	 ZmHXKs	 utilizando	 un	 anticuerpo	 que	 reconoce	 la	 secuencia	 V5	 que	 se	

adicionó	 a	 cada	 una	 de	 las	 proteínas.	 En	 la	 figura	 12	 se	muestra	 que	 todas	 las	 plantas	

contenían	ZmHXK	recombinante.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Fig.	12.	Identificación	de	las	HXKs	recombinantes	en	las	seis	diferentes	líneas	de	plantas	utilizadas|		
A.	Inmunoréplica	tipo	Western	para	detectar	a	la	HXK	recombinante	con	el	epítope	V5,	el	que	se	encuentra	
unido	por	 la	 región	 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	 y	
ZmHXK9.	 B.	Gel	 de	 poliacrilamida-SDS	 que	 muestra	 la	 separación	 de	 las	 proteínas	 del	 extracto	 total	 de	
plantas	 silvestres	 y	 complementadas	 con	 ZmHXK4,	 ZmHXK5,	 ZmHXK6	 y	 ZmHXK9.	 Las	 proteínas	 se	 tiñeron	
con	azul	de	Coomasie.		
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9.1.3. Comprobación	de	la	ausencia	de	AtHXK1	en	plantas	complementadas	

Las	plantas	silvestres	de	A.	thaliana	expresan	a	AtHXK1	completa,	proteína	de	496	

aminoácidos,	mientras	 que	 las	mutantes	 gin	 2-1	 expresan	una	proteína	 64	 aminoácidos	

más	 corta,	 aunque	 se	 ha	 planteado	 que	 el	mRNA	 que	 se	 produce	 de	 esta	 versión	más	

corta	del	gen	es	menos	estable	[Maquat,	2002;	Brogna	&	Wen,	2009;	Rayson	et	al.,	2012;	

Shaul,	 2015].	 Las	 mutantes	 complementadas	 con	 ZmHXKs	 fueron	 diseñadas	 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	 realizó	 la	 reacción	 de	 PCR.	 En	 la	 figura	 13	 se	 muestra	 el	

producto	de	PCR	para	la	AtHXK1	de	cada	una	de	las	seis	líneas	utilizadas.	Se	observa	que	

en	todas	 las	 líneas	hay	expresión	de	 la	AtHXK1,	aunque	en	mayor	proporción	en	plantas	

silvestres.	Lo	que	corrobora	que	cada	una	de	las	líneas	de	Arabidopsis	son	mutantes	gin2-

1	complementadas	con	ZmHXK.	

	

	

	

	

	

	

	

	

Fig.	13	Corrimiento	electroforético	del	producto	de	PCR	para	AtHXK1	|	En	el	panel	A	se	observa	el	estándar	
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	expresión	de	ubiquitina	como	gen	endógeno.	

	

	

9.2. Identificación	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	 líneas	 se	 hicieron	 crecer	

tanto	en	cajas	Petri	como	en	maceta.	Además,	era	importante	determinar	cuál(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	día	corto,	día	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	más	que	las	silvestres	[Moore	et	al.,	2003].	

	

9.2.1. Determinación	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	II),	el	cual	contiene	diferentes	sales	(incluyendo	amonio	y	nitratos	como	fuente	de	

nitrógeno)	además	de	vitaminas,	y	C)	un	medio	adicionado	con	sales,	pero	sin	vitaminas,	

medio	 MS	 (Anexo	 III).	 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	fotográfico	se	muestra	en	el	Anexo	VIII.	

	 Las	 seis	 líneas	de	plantas	que	crecieron	en	agar	 sin	 carbohidrato	a	 los	4	y	7	días	

presentan	un	crecimiento	similar,	aparecen	las	hojas	cotiledonares	y	la	raíz.	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	días	de	crecimiento,	incluso	algunas	de	las	plantas	presentan	una	coloración	

morada.		

	 En	cuanto	al	crecimiento	radicular	se	observa	que	las	plantas	silvestres	presentan	

raíces	más	largas	que	las	plantas	gin2-1	y	que	las	complementadas	(Fig.	14	y	Tabla	7).	Al	

añadir	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	días.	

Medio Agar	 Gamborg	 MS	

adicionado wt	 gin2-1	 comp	 wt	 gin2-1	 comp	 wt	 gin2-1	 comp	

-	 ++++	 +++	 +++	 +++++	 ++	 ++++	 +++	 ++	 ++	

Glucosa	 ++	 +++	 +++++	 +++	 ++++	 ++++++	 ++++	 +++++	 +++++	

Manitol	 ++++	 +++	 ++	 ++	 +	 ++	 ++	 +++	 +++	

	

En	el	medio	Gamborg	la	parte	aérea	es	más	abundante	que	en	agar	y	en	MS,	aún	

más	 cuando	 se	 adiciona	 glucosa,	 pero	 no	 hubo	 plantas	 moradas.	 En	 cuanto	 a	 la	 zona	

radicular	 tanto	 las	plantas	 silvestres	 como	 las	 complementadas	 crecen	más	en	el	medio	

Gamborg.	Mientras	que	en	medio	Gamborg	glucosa,	las	plantas	silvestres	presentan	raíces	

pequeñas	y	las	plantas	complementadas	crecen	tanto	o	más	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	más	grandes	que	en	agar	

debido,	 probablemente,	 a	 la	 presencia	 de	 nitrógeno,	 aunque	 la	 parte	 aérea	 de	 estas	

plantas	 son	más	 pequeñas	 que	 las	 encontradas	 en	medio	Gamborg.	 Se	 observan	 raíces	

secundarias.	Además,	es	claro	que	la	adición	de	glucosa	al	medio	MS	lleva	a	la	reducción	

del	crecimiento	de	las	plantas	silvestres	y	las	plantas	gin2-1	y	las	complementadas	crecen	

más.		

En	conclusión,	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	días	a	22	 °C.	Sin	embargo,	es	claro	que	cualquiera	de	 los	

medios	adicionado	con	glucosa		produce	una	reducción	del	crecimiento	de	la	raíz	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	plántulas	a	diferentes	tiempos	y	en	tres	diferentes	medios	Se	utilizó	la	prueba	t	con	un	intervalo	de	confianza	
de	p=0.05	
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9.2.2. Determinación	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	líneas	que	expresan	a	las	ZmHXKs	a	los	tres	meses	de	edad,	además	de	la	planta	

silvestre	y	la	mutante	gin	2-1.	

	

Fig.	15	Fenotipo	de	las	plantas	silvestre	y	mutantes	crecidas	en	maceta	|	Se	muestra	el	fenotipo	de	las	seis	
líneas	utilizadas	a	 los	 tres	meses	de	edad	cuando	 fueron	crecidas	en	cámara	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	tamaño	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	

Silvestre gin	2-1 ZmHXK4 

ZmHXK5 ZmHXK6 ZmHXK9 
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de	 tricomas	 (estructura	 tipo	 pelo)	 y	 el	 número	 de	 hojas	 no	 varía	 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	líneas	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.	
	

A B 

C D 

E F 
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9.2.3. Fenotipo	de	plantas	gin	2-1	complementadas	con	ZmHXKs	en	condiciones	

de	día	largo	

De	 acuerdo	 con	 Cho	 y	 colaboradores	 (2009)	 y	 Kim	 y	 colaboradores	 (2013),	 el	

fenotipo	de	las	plantas	gin	2-1	complementadas	con	hexocinasas	exógenas	es	más	notorio	

cuando	estas	se	hacen	crecer	en	condiciones	de	día	largo,	es	decir	18	h	luz	y	6	h	oscuridad,	

por	 lo	 que	 se	 decidió	 sembrar	 semillas	 bajo	 dichas	 condiciones.	 En	 la	 Figura	 17	 se	

muestran	los	fenotipos	de	las	seis	diferentes	líneas	de	plantas.	

	

	

Silvestre	

gin	2-1	
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gin	2-1	complementada	con	ZmHXK4	

gin	2-1	complementada	con	ZmHXK5	
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gin	2-1	complementada	con	ZmHXK9	

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	líneas	utilizadas	a	los	23	días	de	edad,	crecidas	en	cámara	
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	 tamaño	 que	 las	 otras	 plantas,	 también	 el	

número,	 tamaño	de	hojas	 y	el	 largo	de	 los	peciolos	es	mayor.	Pero	a	pesar	del	 tamaño	

menor	de	hojas,	 se	encontró	que	algunas	de	 las	plantas	mutantes	complementadas	con	

ZmHXK5	 y	 todas	 las	 plantas	 complementadas	 con	 ZmHXK6	 presentaban	 inflorescencias,	

así	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	ZmHXK5	son	de	color	café	y	el	color	de	las	todas	hojas	de	la	mutante	

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

	

9.2.4. Determinación	 del	 efecto	 de	 la	 glucosa	 sobre	 la	 expresión	 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	 expresión	 de	 los	 genes	 fotosintéticos	 se	 puede	 apreciar	 cuando	

plantas	mutantes	 gin	2-1	 complementadas	 con	HXKs	heterólogas	 crecen	en	 condiciones	

ininterrumpidas	 de	 luz	 y	 concentración	 alta	 de	 glucosa	 (6	 %).	 Los	 resultados	 de	

crecimiento	de	las	plantas	de	los	diferentes	genotipos	en	dichas	condiciones	por	23	días	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	raíz	más	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	están	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	líneas	utilizadas	a	los	23	días	de	edad,	crecidas	en	cámara	ambiental	bajo	luz	
continua	y	a	22	°C.	Todas	 las	cajas	contenían	medio	MS	al	0.5x,	 la	serie	A	tiene	glucosa	al	6%	y	 la	serie	B	
tiene	 manitol	 al	 6%.	 Los	 números	 indican	 la	 línea	 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	procedió	a	comprobar	la	expresión	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	amplificación	se	muestran	en	 la	 figura	19.	Como	se	observa	

cuando	 las	 plantas	 crecidas	 en	 manitol	 presentan	 una	 mayor	 expresión	 de	 los	 genes	

fotosintéticos	 (Figura	 19A)	 que	 aquellas	 plantas	 que	 crecieron	 en	 presencia	 de	 glucosa	

(Figura	19B).		

Por	 lo	 tanto,	 los	 fenotipos	 de	 las	 plantas	 y	 la	 represión	 de	 genes	 fotosintéticos	

indican	 que	 ZmHXK4	 ZmHXK5,	 ZmHXK6	 y	 ZmHXK9	 son	 proteínas	 sensoras	 de	 la	

abundancia	de	glucosa.	

5A 5B 

3	mm 3	mm 

6A 6B 

3	mm 3	mm 
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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	extraído	de	plántulas	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	extraído	de	plántulas	crecidas	en	Medio	MS	al	0.5x	y	glucosa	al	6	%.	
	

	

10. Discusión	

10.1. Confirmación	de	la	complementación	de	plantas	gin	2-1	con	ZmHXKs	

Pocos	estudios	se	han	realizado	sobre	la	caracterización	de	las	HXKs	en	plantas	de	

interés	agronómico,	nuestro	grupo	ha	contribuido	con	la	caracterización	bioquímica	de	las	

HXKs	 en	 maíz.	 La	 capacidad	 catalítica	 de	 seis	 HXKs	 de	 maíz	 fue	 demostrada	 y	 se	

obtuvieron	sus	valores	de	Km	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	 azúcares	 formado	 por	 ZmHXK4,	

ZmHXK5,	ZmHXK6	y	ZmHXK7	y	el	último	con	un	miembro	con	muy	baja	afinidad	por	todos	

los	sustratos	probados,	pero	más	aún	por	 fructosa	ZmHXK8.	En	cuanto	a	 localización,	se	

encontró	que	ZmHXK7	y	ZmHXK8	son	HXKs	citosólicas	y	las	otras	cuatro	se	localizan	en	la	

mitocondria	 [Aguilera-Alvarado	 et	 al.,	 2019].	 Continuando	 con	 la	 caracterización	 de	 las	

HXKs	 también	 se	 exploró	 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	mutación	 sin	 sentido,	Q432*,	ese	 tipo	de	mutaciones	pueden	 llevar	a	menores	

niveles	de	expresión	del	gen	en	cuestión	debido	a	inestabilidad	del	mRNA,	en	un	proceso	

llamado	decaimiento	del	mRNA	[Maquat,	2002;	Brogna	&	Wen,	2009;	Rayson	et	al.,	2012;	

Shaul,	2015].	Se	corroboró	en	este	trabajo	que	en	las	plantas	gin	2-1	hubo	una	nula	o	baja	

expresión	 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	 continúan	 su	 crecimiento,	 además	 estas	 últimas	 son	 incapaces	 de	

reprimir	la	expresión	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	realizó	un	análisis	exploratorio	para	identificar	a	

las	HXKs	sensoras.		

En	este	trabajo	 fueron	varias	 las	 razones	para	buscar	 la	capacidad	sensora	en	 las	

HXKs	mitocondriales	de	maíz:	a)	la	mayoría	de	las	HXKs	sensoras	en	plantas	se	encuentran	

en	ese	compartimento	celular	(Aguilera-Alvarado	y	Sánchez-Nieto,	2017);	b)	el	análisis	 in	

silico	 de	 ZmHXK4,	 ZmHXK5	 y	 ZmHXK6	 sugiere	 la	 presencia	 de	 una	 señal	 de	 localización	

nuclear	o	NLS,	misma	que	se	encuentra	adyacente	a	la	señal	de	anclaje	a	la	mitocondria	o	

mTP	 (Hernández-Loyola,	 2019),	 sugerente	 de	 que	 podría	 formar	 parte	 del	 complejo	

represor	 que	 se	 encarga	 de	 regular	 algunos	 genes	 fotosintéticos;	 c)	 la	 mutante	

ZmHXK6Δ30	 pierde	 la	 mTP	 y	 cambia	 su	 localización	 de	 la	 mitocondria	 al	 núcleo	

(Hernández-Loyola,	2019).	Por	lo	que	es	posible	que	ZmHXK6	y	las	enzimas	que	son	más	

similares	a	ella	presenten	capacidad	sensora.	

En	 la	presente	 tesis	 se	 continuó	 la	 caracterización	de	 las	 semillas	producidas	por	

Aguilera-Alvarado	 (2019),	 y	para	ello	 se	 tomaron	 las	 semillas	de	 la	generación	T4	de	 las	

cuatro	líneas	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	
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bajos	niveles	de	AtHXK1,	similar	a	las	plantas	gin	2-1,	como	era	de	esperarse	puesto	que	

ese	 era	 el	 fondo	 genético	 usado.	 Además,	 los	 transcritos	 de	 cada	 una	 de	 las	 líneas	

expresaba	 una	 ZmHXK,	 esto	 evaluado	 por	 PCR	 y	 también	 se	 encontró	 a	 la	 proteína	

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	 determinó	 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	 función	fisiológica	de	una	proteína	es	a	través	de	 la	

identificación	de	diferencias	fenotípicas	entre	las	mutantes	que	expresan	a	la	proteína	de	

interés.	En	este	trabajo	se	usaron	como	controles	a	las	plantas	silvestres	de	A.	thaliana,	así	

como	a	las	mutantes	gin	2-1,	así	que	se	realizaron	varios	ensayos	con	semillas	de	todas	las	

líneas	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	además	de	los	

iones	del	MS	presenta	tiamina,	ácido	nicotínico,	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	 nitrógeno,	 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	sí	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	coloración	ligeramente	

púrpura.	 Adicionalmente,	 se	 logró	 observar	 que	 independiente	 del	 medio,	 las	 plantas	

silvestres	presentan	una	raíz	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	raíces	 [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	

encontró	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;	además,	las	ZmHXK9	tiene	hojas	con	una	tonalidad	verde	más	oscura	que	

las	demás.		

La	 presencia	 de	 hojas	 púrpura	 podría	 deberse	 a	 una	 mayor	 síntesis	 de	

antocianinas,	 ya	que	 la	HXK	está	 relacionada	directamente	 con	 su	 síntesis;	 al	menos	en	

manzana	 se	 encontró	 que	 la	 fosforilación	 del	 factor	 de	 transcripción,	MdbHLH3,	 induce	

positivamente	la	síntesis	de	antocianinas	[Hu	et	al.,	2016].		

Las	 diferencias	 en	 crecimiento	 entre	 las	 plantas	 complementadas	 y	 las	 gin	 2-1	

podrían	 deberse	 a	 diferencias	 en	 los	 niveles	 de	 proteína	 expresada,	 sin	 embargo,	 es	

interesante	 que	 no	 se	 comportan	 de	manera	 idéntica	 a	 las	 gin2-1,	 pero	 tampoco	 a	 las	

silvestres.	También	podría	indicar	que	las	ZmHXKs	mitocondriales	no	son	redundantes,	no	

obstante,	es	necesario	realizar	más	experimentos	para	determinar	el	papel	fisiológico	de	

cada	una	de	las	proteínas.	

	

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].	 Además,	 como	 se	 mencionó	

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	

coloración	verde,	pero	presencia	de	color	púrpura,	que	probablemente	puede	ser	debido	
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a	la	acumulación	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	concentración	de	glucosa,	así	el	fenotipo	de	sensibilidad	a	glucosa	

podría	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	

que	 otros	 carbohidratos	 no	 son	 capaces	 de	 llevar	 a	 cabo	 está	 inducción.	 La	 glucosa	 es	

capaz	de	inducir	la	transcripción	de	la	enzima	chalcona	sintasa	[Xiao	et.	al.,	2000],	la	cual	

está	involucrada	en	la	biosíntesis	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	 fenólicos	 glicosilados	 que	

protegen	a	la	planta	de	las	especies	reactivas	de	oxígeno	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	daño	foto-oxidativo	y	

foto-inhibitorio	[Harvaux	&	Kloppstech,	2001].	

En	manzana	se	demostró	que	 la	acumulación	de	antocianinas	 se	debe	no	solo	al	

efecto	metabólico	de	la	HXK	sino	también	a	que	estabiliza	a	un	factor	de	transcripción	que	

regula	positivamente	la	síntesis	de	antocianinas	[Hu	et	al.,	2016].	

En	 cuanto	 al	 tamaño	 menor	 de	 las	 hojas	 de	 todas	 las	 plantas	 gin	 2-1	

complementadas	con	ZmHXKs	es	sugerente	de	un	defecto	en	la	expansión	de	las	células,	

algunas	 fitohormonas	son	capaces	de	promover	 la	elongación	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	vía	de	señalización	de	estas	hormonas	está	relacionada	con	la	de	

la	 glucosa	 [Gibson,	 2003;	 León,	 2003].	 Experimentos	 en	 presencia	 de	 las	 hormonas	

mencionadas	o	bien	la	determinación	del	contenido	de	esas	hormonas	podrían	ayudar	a	

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

Además	 de	 observar	 el	 fenotipo	 de	 sensibilidad	 a	 glucosa,	 se	 encontró	 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	concentración	de	glucosa	y	

luz	 continua.	 En	 Arabidopsis	 se	 demostró	 el	mecanismo	 por	 el	 que	CAB2	 es	 reprimido,	

lleva	a	que	AtHXK1	 forme	un	complejo	con	dos	proteínas	que	no	 tienen	 relación	con	el	

metabolismo	de	 carbono,	VHA-B1	y	RPT5B,	el	 complejo	 se	encuentra	en	el	núcleo	y	allí	

interacciona	con	factores	transcripcionales,	estos	interaccionan	directamente	río	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	núcleo	se	desconoce	cómo	llega	allí,	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	función	sensora	con	la	estrategia	seguida	en	este	trabajo,	entre	

ellas	 se	 encuentran:	 AtHXK1	 y	 AtHKL3	 en	 Arabidopsis,	 ambas	 HXKs	 de	 localización	

mitocondrial,	 la	 segunda	 carece	 de	 actividad	 catalítica	 y	 ambas	 están	 fuertemente	

relacionadas	 con	 la	 vía	 de	 señalización	 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	última	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	azúcares	y	cinasa	de	proteínas	 [Hu	et	al.,	2016;	

Sun	 et	 al.,	 2018];	 la	 única	 HXK	 en	 Klebsormidium	 nitens,	 KnHXK1,	 solo	 es	 capaz	 de	

restaurar	 el	 fenotipo	 silvestre	 en	 Arabidopsis	 cuando	 la	 enzima	 presenta	 actividad	

catalítica	[Ulfstedt	et	al.,	2018].	

Identificar	 a	 las	HXKs	 con	 capacidad	multifuncional	 en	 plantas	 es	 necesario	 para	

determinar	los	procesos	fisiológicos	en	los	cuales	podrían	participar.	En	el	caso	de	las	HXKs	

la	 función	 sensora	 es	 relevante	 para	 percibir	 los	 cambios	 en	 la	 abundancia	 de	 glucosa,	

proceso	que	 sucede	no	 solo	en	 condiciones	 fisiológicas	 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	 inducción	 de	 la	 vía	 de	

síntesis	de	antocianinas	[Hu	et	al.,	2016].	Paralelamente,	MdHXK1	fosforila	al	antiportador	

Na+/H+	 vacuolar,	 favoreciendo	 la	 captación	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	maíz	tiene	un	papel	

similar	o	si	puede	ayudar	a	enfrentar	otro	tipo	de	estreses.	

Por	otra	parte,	resulta	interesante	que	la	mayoría	de	las	HXKs	sensoras	se	localicen	

en	la	membrana	externa	de	la	mitocondria.	Se	conoce	varias	proteínas	localizadas	en	ese	

lugar,	 como	AtTRZ3,	 AtLigI,	 AtAPL	 y	 AtPNMI,	 son	 capaces	 de	movilizarse	 al	 núcleo	 ante	

situaciones	 de	 estrés	 por	 patógenos	 o	 ambiental	 y	 que	 al	 migrar	 se	 comportan	 como	

factores	 transcripcionales	 [Duchêne	&	Giegé,	2012].	Es	posible	que	estás	proteínas	sean	

parte	 de	 la	 conexión	 entre	 diferentes	 vías	metabólicas	 o	 un	 interruptor	 entre	 vías	 que	

permita	 que	 la	 célula	 responda	 rápidamente	 ante	 cambios	 en	 su	 ambiente.	 Una	 HXK	

sensora	 que	 se	 encuentre	 en	 la	mitocondria	 y	 que	 se	 transloca	 al	 núcleo	 o	 que	 forma	

complejos	fuera	de	la	mitocondria,	podría	representar	una	ventaja	en	la	percepción	de	los	

cambios	 metabólicos	 o	 ambientales	 pudiendo	 dirigirse	 al	 núcleo	 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	biótico	para	determinar	

su	participación	en	las	respuestas	de	la	planta	ante	el	estrés.	

Sin	embargo,	ahora	que	se	demostró	que	las	cuatro	HXKs	mitocondriales	de	maíz	

son	 HXKs	 sensoras,	 es	 posible	 buscar	 en	 qué	 tipo	 de	 respuestas	 está	 cada	 una	

participando,	 lo	 anterior	 se	 puede	 realizar	 mediante	 estudios	 de	 interacción	 proteína-

proteína,	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	 algún	 tipo	 de	 actividad	 distinta	 de	 la	

proteína,	 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	estás	plantas	son	capaces	de	expresar	

a	estas	proteínas.	

• 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	 catalíticas	 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,	así	como	lo	hace	AtHXK1	para	reprimir	la	expresión	del	gen	CAB2.	

• Producir	 mutantes	 de	 A.	 thaliana	 sobreexpresoras	 de	 las	 cuatro	 hexocinasas	

mitocondriales	de	maíz	(ZmHXK4-6	y	ZmHXK9)	y/o	mutantes	de	maíz	por	medio	de	

CRISPR/Cas	para	entender	el	papel	fisiológico	de	cada	una	de	ellas.	

• Analizar	la	función	sensora	de	las	HXKs	citosólicas.	

• Realizar	 estudios	 estructurales	 de	 cada	 una	 de	 las	 HXKs	 sensoras	 que	 permitan	

identificar	 diferencias	 que	 podrían	 llevar	 a	 explicar	 la	 actividad	 sensora	 y/o	 de	

interacción	con	diferentes	proteínas.	
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14. Anexos	

	

Anexo	I.		
Solución	Hoagland	[Hoagland	&	Arnon,	1950]	

	

Para	 preparar	 un	 litro	 de	 solución	 Hoagland	 se	 agregan	 las	 cantidades	 señaladas	 en	 la	

cuarta	 columna	 de	 la	 Tabla	 7	 y	 también	 se	 agregan	 1.5	 mL	 de	 FeNaEDTA	 a	 una	

concentración	de	0.15	mg/mL.		

	

El	pH	se	ajusta	a	6.0	utilizando	KOH	0.1	M	o	con	H2SO4	0.1	M.		

	
	

Tabla	8.	Macronutrientes	y	micronutrientes	usados	para	la	preparación	de	solución	Hoagland	
Macronutrientes	

Componente	 Concentración	final	 Cantidad	para	50	
mL	de	Stock	

Volumen	de	Stock	
para	1	L	de	solución	

KH2PO4	 1	mM	 6.8045	g	 1	mL	
KNO3	 5	mM	 5.0550	g	 5	mL	Ca(NO3)2	•	4H2O	 5	mM	 11.8075	g	

MgSO4	•	7H2O	 2	mM	 12.3240	g	 2	mL	
H3BO3	 46.00	µM	 0.7149	g	

100	µL	
MnCl2	•	4H2O	 9.10	µM	 0.4527	g	
ZnSO4	•	7H2O	 0.97	µM	 0.0694	g	
CuSO4	•	5H2O	 0.32	µM	 0.0199	g	

Na2MoO4	•	2H2O	 0.12	µM	 0.0075	g	
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Anexo	II.		
Composición	del	Medio	Murashige	&	Skoog	[Murashige	&	Skoog,	1962]	

	
	
	

A. Compuestos	inorgánicos	
a. NH4NO3	 	 	 	 	 	 1650.0	mg	
b. H3BO3	 	 	 	 	 	 	 6.2	mg	
c. CaCl2	 	 	 	 	 	 	 332.2	mg	
d. CoCl2	•	6H2O	 	 	 	 	 	 0.025	mg	
e. CuSO4	•	5H2O		 	 	 	 	 0.025mg	
f. Na2EDTA	 	 	 	 	 	 37.25	mg	
g. FeSO4	•	7H2O	 	 	 	 	 	 27.85	mg	
h. MgSO4		 	 	 	 	 	 180.7	mg	
i. MnSO4	•	H2O	 	 	 	 	 	 16.9	mg	
j. Na2MoO4	•	2H2O	 	 	 	 	 0.25	mg	
k. KI	 	 	 	 	 	 	 0.83	mg	
l. KNO3	 	 	 	 	 	 	 1900.0	mg	
m. KH2PO4	 	 	 	 	 	 170.0	mg	
n. ZnSO4	 	 	 	 	 	 	 8.6	mg	

B. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 	 1000	mL	
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Anexo	III.		
Composición	del	Medio	Gamborg	[Gamborg	et	al.,	1968]	
	

A. Compuestos	inorgánicos	
a. (NH4)2SO4	 	 	 	 	 	 134.0	mg	
b. H3BO3	 	 	 	 	 	 	 3.0	mg	
c. CaCl2	 	 	 	 	 	 	 113.24	mg	
d. CoCl2	•	6H2O	 	 	 	 	 	 0.025	mg	
e. CuSO4	•	5H2O		 	 	 	 	 0.025mg	
f. Na2EDTA	 	 	 	 	 	 37.25	mg	
g. FeSO4	•	7H2O	 	 	 	 	 	 27.85	mg	
h. MgSO4		 	 	 	 	 	 122.09	mg	
i. MnSO4	•	H2O	 	 	 	 	 	 10.0	mg	
j. Na2MoO4	•	2H2O	 	 	 	 	 0.25	mg	
k. KI	 	 	 	 	 	 	 0.75	mg	
l. KNO3	 	 	 	 	 	 	 2500.0	mg	
m. NaH2PO4	 	 	 	 	 	 130.5	mg	
n. ZnSO4	 	 	 	 	 	 	 2.0	mg	

B. Compuestos	orgánicos	
a. Mioinositol	 	 	 	 	 	 100.0	mg	
b. Ácido	nicotínico	 	 	 	 	 1.0	mg	
c. Hidrocloruro	de	piridoxina	 	 	 	 1.0	mg	
d. Hidrocloruro	de	tiamina	 	 	 	 10.0	mg	

C. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 	 1000	mL	
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Anexo	IV.		

Amortiguadores	y	soluciones	para	elaboración	de	geles	de	agarosa	

	

A. Agua	libre	de	RNasas	

a. Dietilpirocarbonato	 	 	 	 	 1	mL	
b. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1	L	

	
El	dietilpirocarbonato	se	agregó	al	agua	y	se	dejó	en	agitación	constante	durante	toda	la	

noche.	Al	día	siguiente,	la	mezcla	se	esterilizó	en	autoclave	durante	30	min	para	inactivar	

el	dietilpirocarbonato	restante.	

	
B. Amortiguador	TAE	50x	

a. Tris		 	 	 	 	 	 	 242.0	g	
b. Ácido	acético	glacial	 	 	 	 	 57.1	mL		
c. EDTA	disódico		 	 	 	 	 4.6525	g	
d. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1000	mL	

	
C. Gel	de	agarosa	al	2%	

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

	

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	

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

	
D. Amortiguador	de	corrida	(TAE	1x)	

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

Amortiguadores	y	soluciones	para	extracción	de	proteína	total	[Wang	et	al.,	2006]	

	

							A.			Ácido	tricloroacético	al	10	%	en	acetona	

a. Ácido	tricloroacético	 	 	 	 	 10	mL	
b. Acetona	c.b.p.		 	 	 	 	 100	mL	

	
							B.			Acetato	de	amonio	0.1	M	en	metanol	al	80%	

a. Acetato	de	amonio	 	 	 	 	 7.7082	g	
b. Metanol	 	 	 	 	 	 80	mL	
c. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 100	mL	

	
D. Amortiguador	denso-SDS	

a. Sacarosa	 	 	 	 	 	 30	g	
b. SDS	 	 	 	 	 	 	 2	g	
c. Tris	 	 	 	 	 	 	 0.1211	g	
d. β-mercaptoetanol	 	 	 	 	 5	mL	
e. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 100	mL	

	
E. Fenol:Amortiguador	denso	SDS	1:1	

a. Fenol	 	 	 	 	 	 	 50	mL	
b. Amortiguador	denso	SDS	 	 	 	 50	mL		
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Anexo	VI.		

Amortiguadores	y	soluciones	para	elaboración	de	geles	de	acrilamida-SDS	y	tinción	con	

azul	de	Coomasie.	

	
A. Gel	concentrador	

Acrilamida:Bisacrilamida	30:0.8	 	 	 	 660	µL	
Tris-HCl	2	M	pH	8.8	 	 	 	 	 600	µL	
SDS	al	20%		 	 	 	 	 	 		25	µL	
Agua	 	 	 	 	 	 	 3.672	mL	
Persulfato	de	amonio	al	10%		 	 	 	 			40	µL	
TEMED	 	 	 	 	 	 	 			2.5	µL	

	
B. Gel	separador	al	12	%	

Acrilamida:Bisacrilamida		 	 	 	 2	mL	
Amortiguador	pH	8.8	 	 	 	 	 1	mL	
SDS	al	20	%		 	 	 	 	 	 25	µL	
Agua	 	 	 	 	 	 	 1.943	mL	
Persulfato	de	amonio	al	10	%	 		 	 	 40	µL	
TEMED	 	 	 	 	 	 	 2	µL	

	
C. Amortiguador	de	carga	

Tris-HCl	1M	pH	6.8	 	 	 	 	 350	µL	
SDS	al	20	%	 	 	 	 	 	 250	µL	
Glicerol	al	50	%	 	 	 	 	 	 150	µL	
Ditiotreitol	1	M	 	 	 	 	 	 160	µL	
Azul	de	bromofenol	al	20	%	 	 	 	 20	µL	
Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1000	µL	

	
D. Amortiguador	de	corrida	

Tris	Base	 	 	 	 	 	 	 6.06	g	
Glicina	 	 	 	 	 	 	 18.53	g	
SDS	 	 	 	 	 	 	 10	g	
Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1	L		

	
E. Solución	fijadora	

Ácido	acético	glacial	 	 	 	 	 100	mL	
Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1000	mL	

	
F. Solución	teñidora	

Azul	de	Coomasie		 	 	 	 	 1.5	g	
Metanol	 	 	 	 	 	 	 375	mL	
Ácido	acético	glacial		 	 	 	 	 200	mL	
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Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1500	mL	
	

G. Solución	desteñidora	
Etanol	 	 	 	 	 	 	 375	mL	
Ácido	acético	glacial	 	 	 	 	 75	mL	
Agua		 	 	 	 	 	 	 375	mL	
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Anexo	VII.		
Amortiguadores	y	soluciones	para	inmunoréplica	tipo	Western	
	

A. Amortiguador	de	transferencia	

a. Na2HPO4	1	M	 	 	 	 	 	 7.5	mL	
b. NaH2PO4	1	M	 	 	 	 	 	 7.5	mL	
c. Metanol	 	 	 	 	 	 200	mL	
d. SDS	al	10%	 	 	 	 	 	 5	mL	
e. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1000	mL	

	
B. Amortiguador	TBS	

a. Tris	 	 	 	 	 	 	 2.4228	g	
b. NaCl	 	 	 	 	 	 	 8.7675	g	
c. Agua	c.b.p.	 	 	 	 	 	 1000	mL	

	
C. Amortiguador	TTBS	

a. Tween	20	 	 	 	 	 	 1	mL	
b. Amortiguador	TBS	c.b.p.	 	 	 	 1000	mL	

	
D. Solución	bloqueadora	

a. BLOT-QuickBlocker	Reagent	(Merck)	 	 5	g	
b. Amortiguador	TTBS	c.b.p.	 	 	 	 1000	mL	
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