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Abreviaturas 

ABI1 proteína de insensibilidad a ácido abscísico 1  

ACC acetil-CoA carboxilasa  

ADP Adenosín difosfato 

AGPasa ADP Glucosa Pirofosforilasa 

AID Dominio de autoinhibición 

AMP Adenosín Monofosfato 

AMPK AMP Activated Kinase/ Cinasa activada por AMP 

ASC Secuencia de Interacción con el complejo SNF1 

ATP Adenosín trifosfato 

CaMKs Proteínas cinasas dependientes de Calmodulina 

CBM Carbohydrate Binding Module (Modulo de unión a Carbohidratos) 

CCaMKs Proteínas cinasas dependientes de calcio y calmodulina 

CDPKs Proteínas cinasas dependientes de calcio 

CHREBP proteína de unión al elemento de respuesta a carbohidratos 

CRKs Proteínas cinasas relacionadas con las CDPK 

CTD Domino del carboxilo terminal 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

EIN3 Proteína insensible a etileno 3 

DPE1 Enzima desproporcionadora 

DPE2 Transglucosidasa 

F2,6 BP fructosa-2,6 bifosfato 

F2KP Fosfofructocinasa 2 

FUS3 factor de transcripción del dominio B3 FUSCA3 

G3P Gliceraldehído 3-fosfato 

GAL1 Galactocinasa1 

Gal83 Subnunidad 3 de SNF1 

GFP Green Fluorescent Protein/ Proteína verde fluorescente 

GWD Glucan agua dicinasa 

HEX Hexocinasa  
HMGR 3-Hidroxi-3-Metilglutaril-CoA  

IDD8 factor de transcripción de dominio indeterminado 8  

INO1 factor de transcripción 

KIS Dominio de Interacción con la cinasa 

Mig 1 Proteína Reguladora Mig1 

mTORC1 complejo C1 del blanco de rapamicina en mamíferos 

MYC2 Factor de transcripción bHLH, regulador maestro de Jasmonatos 

NADP+ Nicotinamida dinucleótido-fosfato forma oxidada  
NADPH Nicotinamida dinucleótido-fosfato forma reducida 
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NR Nitrato reductasa  

PEPRKs Cinasas relacionadas con las PPCKs 

PFKFB2/3, Isoformas cardiaca e inducible de la 6-fosfofructo-2-cinasa 

PGC-1α PPAR-γ coactivador-1α 

Pi Fosfato inorgánico 

PP2CA Proteína fosfatasa 2CA  

PPCKs Cinasas de fosfoenolpiruvato carboxilasa  

PPi Pirofosfato  
PWD Fosfoglucan agua dicinasa  

RIM Regulatory Interaction Module/ Modulo regulador de interacción 

RNA Ácido ribonucleico 

SCF SKP1-CUL1-F-box  

SIRT1 sirtuina-1  
SnAK SnRK Activated Kinases/Cinasas Activadoras de SnRKs 

SNF1 Sucrose Non Fermenting 1/ Mutante no fermentador de sacarosa 

SnRKs Cinasas relacionadas a las SnF1  

SPS Sacarosa Fosfato Sintasa  

SREBP1c Proteína de unión al elemento regulador del esterol 

SUMO Small ubiquitin-like modifier/ Proteína pequeña que modifica parecido a la ubiquitinación 

T6P Trehalosa-6-fosfato  

TBC1D1, Proteína de dominio TBC1 -1 

T-DNA TDN de Transposón 

TIF-1ª Factor de iniciación de la transcripción -1ª 

TPS5 Trehalosa Fosfato sintasa 

TRE1 Trealasa1  
ULK1 cinasa de serina y treonina tipo Unc-51activadora de autofagia 1  

Ub Ubiquitina 

WRI1 WRINKLED1  
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Resumen 

Un tipo de estrés a los que las plantas se ven sometidas, de manera global, es la deficiencia de 

fosfato (Pi). Esta condición se refleja en una reducción de moléculas fosfatadas, y un déficit 

energético en las plantas. En mamíferos y levaduras existe un complejo heterotrimérico conocido 

como AMPK (AMP Activated Kinase/ Cinasa Activada por AMP) y SNF1 (Sucrose Non Fermenting/ 

Mutante no fermentador de sacarosa), respectivamente, que percibe la deficiencia energética y 

regula el metabolismo celular apagando las vías de síntesis y encendiendo las de degradación. En 

plantas este complejo se conoce como SnRK1 (SNF1 Related Kinases / Cinasas relacionadas con las 

SNF1) que también  tiene la función de ser sensor energético por lo que estaría activo durante el 

déficit energético provocado por la deficiencia de fosfato. En este trabajo exploramos la hipótesis 

de que las isoformas de las subunidades catalíticas AKIN10 y AKIN11 de SnRK1 se regulan 

diferencialmente durante la deficiencia de Pi y participan en el metabolismo de almidón y en la 

regulación de la expresión genética durante este estrés nutrimental. Para probarla, se obtuvieron 

plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana, que sobreexpresan las subunidades catalíticas del 

complejo SnRK1, AKIN10 y AKIN11 en fusión con la GFP. Además, se obtuvo una mutante nula de 

AKIN10 por inserción de T-DNA. Los resultados mostraron que la actividad total de SnRK1 disminuye 

durante la deficiencia de Pi respecto a las plantas que crecen en suficiencia nutrimental, y al analizar 

los transcritos de los genes que codifican para las subunidades catalíticas no se encontraron 

diferencias. La localización subcelular de las subunidades catalíticas de SnRK1 se observó en las 

plantas transgénicas que sobreexpresaban AKIN10 o AKIN11 en fusión con la GFPy resultó ser 

principalmente cloroplástica, aunque también se apreció en el citoplasma; la actividad de SnRK1 en 

las plantas transgénicas AKIN11-GFP durante la deficiencia de Pi, se redujo en alrededor del 40%, 

mientras que en las AKIN10-GFP, se incrementó en un 100%. No se encontraron diferencias en la 

actividad durante la suficiencia nutrimental respecto a plantas tipo silvestre. Estos resultados no se 

explican por una diferencia en el estado de activación de los complejos medida por la fosforilación 

de la T175/176 presente en el asa de activación de las subunidades catalíticas, ya que ambas 

subunidades estaban igualmente fosforiladas en condiciones normales o de estrés energético. Sin 

embargo, los análisis bioquímicos evidenciaron la degradación específica de AKIN11 durante la 

deficiencia de Pi. Esto sugiere que el complejo activo durante la deficiencia de Pi es el formado con 

la subunidad catalítica AKIN10. Desde un punto de vista metabólico, las mutantes akin10 parecen 
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no movilizar todo el almidón durante la noche en condiciones de deficiencia de Pi, lo que sugiere 

que AKIN10 resulta importante para la degradación del almidón. Finalmente, se encontró que 

AKIN10 regula expresión de varios genes en respuesta a la deficiencia de Pi, por lo que tendría un 

papel importante en el control de la transcripción. El análisis de los resultados confirma que las 

isoformas AKIN10 y AKIN11 se regulan diferencialmente en respuesta a la deficiencia de Pi por lo 

que solamente una de ellas estaría participando en la regulación del metabolismo de almidón y de 

la expresión genética durante la deficiencia de fosfato. 

 

Abstract 

Plants worldwide are exposed to phosphate deficiency. This condition, in addition to the lack of 

phosphorylated molecules, causes an energy stress. In mammals and yeasts, a heterotrimeric 

complex identified as AMPK and SNF1, respectively, perceives energy deficiency and regulates the 

cellular metabolism by turning off the synthetic pathways and turning on catabolism. In plants this 

complex is recognized as SnRK1, and it has also been postulated to function as an energy sensor, 

which would be active during energy stress due to the lack of Pi. In this work, we explore the 

hypothesis that SnRK1 catalytic subunits isoforms, AKIN10 and AKIN11, are differentially regulated 

during Pi deficiency and participate in starch metabolism and in the regulation of genetic expression 

during this condition. To test it, transgenic Arabidopsis thaliana plants overexpressing the catalytic 

subunits of the SnRK1 complex, AKIN10 and AKIN11, were obtained in fusion with the Green 

Fluorescent protein (GFP). In addition, a null mutant of AKIN10 by insertion of T-DNA, was acquired 

by the Arabidopsis Resource Center. The results showed that the activity of SnRK1 is diminished in 

wild type Arabidopsis thaliana during the Pi deficiency compared with plants that grow in complete 

nutrient solution. The analysis of the transcripts of the genes encoding for the catalytic subunits 

showed no differences. Subcellular localization of the catalytic subunits was found to be mainly 

chloroplastic, although it was also observed in the cytoplasm. The activity in the AKIN11-GFP 

transgenic plants during Pi deficiency, was reduced by about 40%, while in the AKIN10-GFP it was 

increased by 100%; no differences were found in plants growing in normal nutrient conditions. 

These results could not be explained due to a difference in the activation status of the complexes 

measured by phosphorylation of T175/176 present in the activation loop of the catalytic subunits, 
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because both subunits were equally phosphorylated. However, biochemical analysis showed the 

specific degradation of AKIN11 during Pi deficiency, an indicator that in this condition, the active 

complex is formed with AKIN10. In addition, the akin10 mutants did not show a complete 

mobilization of the starch during the night, when plants were growing under Pi deficiency 

conditions, suggesting that AKIN10 is important for starch degradation. Finally, it was observed that 

AKIN10 regulates the expression of several genes in response to Pi deficiency, so it performs a 

significant role in the control of transcription regulation. The analysis of the results confirms that 

the AKIN10 and AKIN11 isoforms are differentially regulated in response to Pi deficiency, so both 

would be participating in the regulation of starch metabolism and genetic expression during 

phosphate deficiency. 



Introducción 

 

11 

 

 

1 Introducción 

1.1 Efectos de la deficiencia de fosfato en las plantas 

La forma más abundante de fósforo en los seres vivos es el fosfato (Pi), componente esencial de 

biomoléculas como ácidos nucleicos, ATP, NADPH, azúcares fosfato y fosfolípidos. Los enlaces que 

forma el Pi con otras moléculas son generalmente de alta energía y se pueden utilizar para mantener 

la maquinaria metabólica de las células. Además, el Pi puede ser tanto sustrato como producto final 

de muchas reacciones enzimáticas, participando así en la regulación de vías metabólicas y en la 

transducción de señales (Raghothama, 1999). 

Las plantas toman el fósforo de la solución del suelo preferentemente en forma de ortofosfato, 

(H2PO4
-); sin embargo, debido a su alta reactividad, este se acompleja rápidamente con cationes 

como Al3
+, Ca2

+, o Fe3
+, por lo que se encuentra más frecuentemente en forma de sales precipitadas 

y ésteres de fosfato, que son formas no asimilables por las plantas, provocando así un estrés 

constante por deficiencia de Pi (Grossman y Takahashi, 2001; Lynch, 2011). Se calcula que el 30% de 

los suelos agrícolas del mundo son deficientes en Pi (MacDonald et al., 2011) 

Dada la importancia del Pi tanto en la regulación metabólica como en la síntesis de biomoléculas, 

los efectos de la deficiencia de este nutrimento suelen ser graves. La planta puede presentar un 

color verde oscuro con manchas púrpuras debidas a la acumulación de antocianinas, las cuales 

pueden generan un efecto protector del DNA y el aparato fotosintético del daño oxidativo (Zeng, et 

al., 2010). Además, las plantas sometidas a deficiencia de Pi presentan un menor desarrollo vegetal 

y de florecer o fructificar tendrán un rendimiento por debajo de los estándares de una planta en 

condiciones óptimas, si la deficiencia es más severa, la planta puede llegar a detener el desarrollo y 

dejar de reproducirse muriendo en etapas tempranas (Viola, et al., 2003; Fang, et al., 2009). 
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1.1.1  Estrategias de las plantas contra la deficiencia de Pi 

1.1.1.1 Adaptaciones para favorecer la adquisición de fosfato 

Las plantas han desarrollado para contrarrestar los efectos negativos del estrés por deficiencia de 

Pi, mecanismos que les permiten adquirir y/o utilizar el Pi de manera eficiente (figura 1). Dentro de 

los mecanismos que favorecen la adquisición de Pi se encuentran aquellos procesos que solubilizan 

el Pi inmóvil en la solución del suelo, como la secreción a la rizósfera de fosfatasas ácidas, en 

particular las púrpura, que hidroliza el Pi a partir de una gran variedad de ésteres monofosfato en 

un amplio rango de pH (Tran et al., 2010).  Otras secreciones importantes son las de ácidos 

orgánicos, que se excretan a la rizósfera, a través de una bomba de H+ o por acarreadores que 

permiten el eflujo pasivo de los ácidos orgánicos. Los ácidos orgánicos quelan los cationes metálicos 

que contribuyen a inmovilizar el Pi, aumentando la concentración de Pi libre en la solución del suelo 

(Richardson, 2009; Ramaekers et al., 2010). 

También se presentan modificaciones en la arquitectura radical que permiten aumentar la 

superficie de exploración y de absorción (Lynch y Brown 2001; Poirier y Bucher, 2002; Paul y Pellny, 

2003), además de formar relaciones simbióticas con microorganismos que facilitan la adquisición 

de Pi (Smith et al., 2011). 

 

 

 

Figura 1. Algunas estrategias que presentan las 
plantas para contrarrestar la deficiencia de Pi Las 
plantas en respuesta  a la deficiencia de Pi modifican, 
para favorecer la adquisición del Pi desde la solución 
del suelo, su arquitectura radical incrementando el 
número de raíces laterales con pelos radicales más 
largos y en mayor densidad, además pueden secretar 
a la solución del suelo Fosfatasas y ácidos orgánicos 
que ayudan a solubilizar el fosfato desde el suelo. En 
la parte aérea, las modificaciones son tendientes a 
una optimización del Pi por ejemplo al redistribuirlo 
desde los tejidos senescentes a los que se encuentran 
en desarrollo, además de que se aumenta también el 
número de transportadores de Pi. (Imagen adaptada 
de Ham et al., 2018). 
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Por otro lado, hay adaptaciones metabólicas que permiten hacer más eficiente el uso del Pi. Éstas 

incluyen reducción del requerimiento de Pi en los tejidos y una eficiente removilización de éste 

desde tejidos senescentes o improductivos hacia tejidos en crecimiento o productivos. Después de 

analizar una mutante nula por inserción de T-DNA del gen no codificante At4, que se estimula por 

deficiencia de Pi y que se utiliza como marcador de esta condición, se propuso que At4 participa en 

la redistribución interna de Pi entre los vástagos y las raíces (Shin et al., 2006) al secuestrar el micro 

RNA miR399. Este miRNA tiene secuencias complementarias al RNA mensajero que codifica para la 

enzima E2 de conjugación de ubiquitina o PHO2, de tal forma que su secuestro evita su unión a este 

trascrito. La ausencia de esta enzima es responsable del fenotipo pho2 que muestra elevada 

acumulación de Pi en hojas; así que, At4 es responsable de atenuar las respuestas a la deficiencia 

de Pi mediadas por miR399 (Franco-Zorrilla et al., 2007; Chiou et al., 2006). La E2 conjugasa PHO2 

es un componente principal en el mantenimiento de la homeostasis de Pi en Arabidopsis: las 

mutantes pho2 cultivadas en condiciones de suficiencia nutrimental mantienen continuamente 

inducidos genes de respuesta a la deficiencia de Pi como los transportadores de Pi, y acumulan de 

3 a 5 veces más Pi en la parte aérea que las plantas silvestres (Pant et al., 2008). Se ha demostrado 

que uno de los blancos de PHO2 es una proteína integral de membrana denominada PHO1 que está 

involucrada en la descarga de Pi hacia el xilema (Liu et al., 2012; Hamburger et al., 2002). Son blancos 

también de PHO2, varios trasportadores de Pi de alta afinidad (PHT1) controlando su degradación 

(Huang, et al., 2013). Resulta interesante que, durante la deficiencia de Pi, el número de 

transportadores de alta afinidad se incrementa favoreciendo la redistribución de este nutrimento 

(Shin et al., 2004). 

1.1.1.2 Adaptaciones para disminuir la demanda de carbono 

Durante la deficiencia de Pi las reservas de Pi, ADP y ATP, disminuyen notablemente. En Brasssica 

nigra esta reducción alcanza niveles de 40, 4 y 10 veces menos, respectivamente (Plaxton, 2004). 

Por otro lado, las pozas de pirofosfato (PPi) se mantienen estables incluso durante la deficiencia del 

80% del Pi (le Roux et al., 2006), lo que inhibe el flujo de carbono a través de las enzimas clásicas de 
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la glicólisis que son dependientes de adenilatos fosfatados. Sin embargo, puesto que las plantas 

deben seguir produciendo esqueletos de carbono, se ha propuesto una vía alternativa de la glicólisis 

en la cual se ha identificado la participación de por lo menos seis enzimas que son independientes 

ya sea de Pi o de adenilatos fosfatados (Plaxton y Podestá, 2006, figura 2). Por ejemplo, reacciones 

como la de la fosfoenol piruvato fosfatasa que, sustituyendo a la piruvato cinasa, hidroliza al PEP 

para convertirlo en piruvato sin necesidad de ADP, liberando Pi que puede ser utilizado en otras 

reacciones (Duff et al., 1989; Lefevre et al., 1990).  Otros pasos alternativos están catalizados por la 

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP, que evita las reacciones catalizadas 

por la gliceraldehído-3- fosfato deshidrogenasa independiente de NADP y la fosfoglicerato cinasa 

(Duff et al., 1989; Theodorou y Plaxton, 1993; Plaxton y Tran 2011).  
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Durante el estrés por deficiencia de Pi se activan varias enzimas dependientes de PPi; por ejemplo, 

la UDP-Glucosa fosforilasa y la fosfofructocinasa dependiente de PPi. Esto significa que el PPi puede 

ser un donador de energía durante estas condiciones de estrés. El PPi es un subproducto de varias 

reacciones anabólicas, y debido a que las plantas carecen de pirofosfatasa citosólica se mantiene 

una concentración entre 0.2 y 0.5 mM en el citosol (Ciereszko et al., 2001; Plaxton y Podestá, 2006; 

Gutiérrez-Luna et al., 2018).  

 

Figura 2 Adaptaciones Metabólicas 

durante la deficiencia de Fosfato. 

(adaptada de: Plaxton y Tran, 2011). Se 

muestra con flechas negras y gruesas las 

vías alternativas de la glicólisis 

transporte de electrones mitocondrial y 

bomba de protones en tonoplasto, para 

favorecer la respiración   y el 

mantenimiento del pH vacuolar durante 

la deficiencia de fosfato.  

1) Hexocinasa 

2) Fructocinasa         

3) Nucleosido difosfato cinasa 

4) UDP-glucosa pirofosforilasa 

5) Fosfoglucosa isomerasa 

6) Fosfoglucomutasa 

7) G3P deshidrogenada dependiente 

de NAD+  

8) 3-fosfoglicerato cinasa. 
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1.2  Señalización desencadenante de las respuestas a la deficiencia de Pi en 
plantas 

Las adaptaciones morfológicas y metabólicas permiten a las plantas sobrellevar la deficiencia de Pi 

y lograr mantener aquellos procesos claves para su desarrollo y supervivencia; sin embargo, no se 

conoce la vía de transducción de señales que desencadena estos mecanismos.  

Una de las aproximaciones para intentar conocer las señales que desencadenan las respuestas a la 

deficiencia de fosfato fue analizar la expresión genética. Al hacerlo se encontró que dicha expresión 

se altera y se pudieron observar genes que responden rápidamente, desde minutos hasta unas 

pocas horas, pero también existen genes cuya expresión se modifica días después de la condición 

de deficiencia. En fríjol (Phaseolus vulgaris) se identificaron varios genes de respuesta temprana y 

tardía que tienen funciones relacionadas con la señalización desencadenante de las respuestas a la 

deficiencia de Pi (Camacho et al., 2008). Uno de los genes de respuesta tardía es PvAKIN10 

(SnRK11) (datos no publicados) el cual presenta una alta homología con el gen que codifica para la 

subunidad catalítica alfa de SnRK1, una cinasa de proteínas que pertenece a la superfamilia CDPK-

SnRKs de cinasas de serina- treonina de plantas (Tabla 1; Hrabak et al., 2003). 

 Las cinasas de serina-treonina en plantas tienen la función general de detectar y señalizar los 

cambios medioambientales que afectan el crecimiento y desarrollo normal (Stone y Walker, 1995). 

Hay una gran variedad de cinasas de proteínas, algunas son comunes a todos los eucariontes como 

las MAP cinasas (Rodríguez et al., 2010) y otras son específicas de plantas como las SnRKs las cuales 

pueden a su vez  subdividirse, considerando la similitud en la secuencia y la estructura de los 

dominios,  en SnRK1, SnRK2 y SnRK3, todas involucradas en la respuesta a diversos estreses 

abióticos, aunque solo a las SnRK1 se les reconoce la función de mantener la homeostasis energética 

celular (Haldford y Hardie 1998; Kulik et al., 2011; Wu et al., 2017).  

Las SnRK1 son ortólogas de las SNF1 (Sucrose Non Fermenting 1) de levaduras y de las AMPK (AMP 

Activated Kinases) de mamíferos, que son cinasas de proteínas formadas por una subunidad 

catalítica y dos reguladoras que responden a deficiencia energética ya sea por la falta de glucosa o 

por la disminución en el contenido de ATP, respectivamente.  A estos tres complejos 

heterotriméricos se les engloba en una familia conocida como SNF1/AMPK/SnRK1 (Alderson et al., 

1991; Thelander, et al., 2004; Emanuelle et al., 2015). 
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Tabla 1. Enzimas que forman parte de la súper familia CDPK-SnRKs de plantas. 

1.3 La familia SNF1/AMPK/SnRK1 

Estas cinasas están conservadas en eucariontes y se ha demostrado que tienen la función de percibir 

los niveles de energía en la célula activando los mecanismos necesarios para que los organismos 

puedan mantener la homeostasis. Son complejos heterotriméricos formados por una subunidad 

catalítica , y dos reguladoras  y , que están ampliamente conservadas entre los diferentes 

organismos que se han estudiado, aunque las SnRK1 de plantas presentan variaciones específicas. 

Familia Función 

CDPKs 
Proteínas cinasas 

dependientes de calcio 

Sensoras de Ca2+, participan en la señalización en respuesta a varios 

factores ambientales como inmunidad y estreses por sequía o salinidad 

(Boudsocq y Sheen, 2013). 

CRKs 

Proteínas cinasas 

relacionadas con las 

CDPK 

Son específicas de plantas y se han asociado con la regulación del 

crecimiento radical y la respuesta gravitrópica en raíces e hipocótilos 

(Baba et al., 2018) 

PPCKs 

Cinasas de 

fosfoenolpiruvato 

carboxilasa 

Son específicas de plantas con metabolismo CAM, fosforilan la PPC 

durante la noche para optimizar la fijación de CO2 (Boxal et al., 2017) 

son un punto de control temporal/circadiano (Hartwell et al., 2016). 

 

PEPRKs 
Cinasas relacionadas 

con las PPCKs 

No se ha descrito aún 

CaMKs 

Proteínas cinasas 

dependientes de 

Calmodulina 

CCaMKs 

Proteínas cinasas 

dependientes de calcio 

y calmodulina 

SnRKs 
Cinasas relacionadas a 

las SnF1 

Se subdividen en SnRK1 SNRK2 y SnRK3, estos últimos son exclusivos 

de plantas. 

Las SnRK1 participan en la regulación del metabolismo y en la 

señalización en respuesta a diversos estreses (Coello et al., 2011, 

Broeckx et al., 2016) 

Las SnRK2 participan en la regulación del estrés osmótico y en las 

respuestas a ABA (Shinozawa et al., 2019). 

Las SnRK3 están involucradas en la tolerancia la salinidad (Coello et al., 

2011; Wu et al., 2017). 
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En esta sección se revisarán por separado cada uno de los diferentes complejos comenzando con la 

AMPK de mamíferos, después por la SNF1 de levaduras y posteriormente se abordará a las SnRK1 

de plantas. 

1.3.1 La AMPK de mamíferos  

La AMP Activated Kinase (AMPK, por sus siglas en inglés), fue la primer enzima de esta familia en 

ser descrita. Si bien se purificó y secuenció en 1994, inicialmente se asoció a la regulación de la 

acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Carlson et al., 1973) y de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa 

(HMGR) (Beg et al., 1973). Además, se demostró que la actividad de la ACC era modulada por 5’-

AMP. Al principio se pensó que la cinasa que regulaba a estas enzimas metabólicas era diferente, 

pero, en 1987, el grupo de Hardie aclaró que eran actividades de una misma enzima que se nombró 

cinasa activada por AMP (AMPK) (Carling et al., 1987; Davies et al., 1994; Steinberg y Kemp, 2009; 

Hardie y Alessi, 2013). 

La AMPK es regulada por AMP a través de un triple mecanismo 1) la unión de AMP (y de ADP) 

promueve la fosforilación de la T172 por la cinasa activadora LKB1 (una de las dos enzimas 

activadoras, la otra es la CaMKKβ, que puede fosforilar y activar la AMPK) 2) La unión de AMP inhibe 

la desfosforilación de dicho residuo y 3) la unión del AMP causa la activación alostérica del complejo, 

estos efectos del AMP son antagonizados por la unión de ATP (Gowans y Hardie, 2014).  La AMPK 

es activada en respuesta a situaciones que dan lugar a un aumento en la relación AMP/ATP, es decir 

en situaciones donde la degradación del ATP aumenta por el alto consumo energético, un ejemplo 

de esta condición es el ejercicio y la isquemia, por lo que se considera al complejo como un sensor 

del contenido energético que permite a la célula adaptar el metabolismo para mantener la 

homeostasis. Lo anterior se logra al inhibir vías biosintéticas que gastan ATP mientras se estimulan 

aquellas que lo producen. En el momento en el que los niveles de ATP vuelven a ser altos, la AMPK 

se inactiva, lo que favorece las vías biosintéticas, todo esto a través de la fosforilación directa de sus 

múltiples sustratos que pueden ser enzimas participantes en diversas vías metabólicas o bien 

factores de transcripción (figura 3) (Hardie, 2006; Hardie y Alessi, 2013). 
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La AMPK funciona como un complejo heterotrimérico y para cada una de las subunidades que lo 

conforman existen varias isoformas, dos isoformas de la subunidad catalítica  (1 y 2), tres de la 

subunidad de andamiaje  (1, 2 y 3) y tres de la subunidad reguladora  ( 1, 2 y  3). Todas 

estas isoformas pueden formar parte del complejo activo lo que significa al menos 12 posibles 

combinaciones distintas lo cual en parte explica que la AMPK responda a tejidos y contextos 

específicos (Cao et al., 2017). No se ha demostrado la existencia de algún complejo predominante, 

pero la localización de las diferentes subunidades favorece la presencia de algunos, por ejemplo, la 

expresión de 1 parece ser ubicua en todo el organismo, aunque su localización subcelular es 

citoplásmica; por otro lado, la localización de 2 se restringe al corazón, músculo e hígado tanto en 

Figura 3 Algunas proteínas y vías metabólicas reguladas por AMPK. Las vías anabólicas apagadas por AMPK se muestran 

en la mitad superior de la imagen, mientras que las vías catabólicas encendidas se muestran en la mitad inferior. En el 

círculo interno están las proteínas blanco conocidas. Cuando éstas se activan por fosforilación se muestra una flecha verde 

y una flecha roja sin punta indica cuando se inactivan. Un signo de interrogación indica que no se sabe con certeza si la 

proteína se fosforila directamente por AMPK, o por el intermediario en la vía. Abreviaciones ACC1/ACC2, acetil.-CoA 

carboxilasas-1/-2; HMGR, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; SREBP1c, proteína de unión al elemento regulador del 

esterol; CHREBP, proteína de unión al elemento de respuesta a carbohidratos; TIF-1A, factor de iniciación de la transcripción 

-1A; mTORC1,complejo C1 del blanco de rapamicina en mamíferos; PFKFB2/3, 6-fosfofructo-2-cinasa, isoformas cardiaca e 

inducible; TBC1D1, proteína de dominio TBC1 -1; SIRT1, sirtuina-1; PGC-1α, PPAR-γ coactivador-1α; ULK1, cinasa de serina 

y treonina tipo Unc-51activadora de autofagia 1 (Tomado y traducido de Hardie y Alessi, 2013). 
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el núcleo como en el citoplasma, la formación de los diferentes complejos podría estar 

determinando cierto grado de especificidad (Mahlapuu et al., 2004; Herzig y Shaw, 2018). 

1.3.2  La SNF1 de levadura 

La levadura (Saccharomyes cereviceae) utiliza como fuente preferida de energía preferida la glucosa, 

sin embargo, en condiciones limitantes de este nutrimento, adapta su metabolismo para utilizar 

otras fuentes de carbono como sacarosa e incluso etanol. Esto se logra a través de la combinación 

de dos mecanismos principalmente, la inducción y la represión por glucosa (Rolland F, et al., 2002). 

En presencia de glucosa, varios genes que codifican para proteínas que permiten el uso de otros 

carbohidratos, permanecen reprimidos transcripcionalmente; esta represión se da por la acción de 

la proteína Mig1 que, en presencia de glucosa, se une a los promotores de los genes blanco. En 

ausencia de glucosa, Mig1 se fosforila y se transloca rápidamente al citoplasma, liberando a los 

genes blanco de la represión, permitiendo así la utilización de fuentes alternas de carbono (figura 

4; De Vit et al., 1997; Coccetti, et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 4. Representación esquemática de la represión por glucosa en levadura. (A) En presencia de glucosa, Mig1 

entra al núcleo donde se une a los promotores de los genes reprimidos por glucosa impidiendo su transcripción. 

(B) En ausencia de glucosa, el complejo SNF1 fosforila a Mig1 y con ello se exporta del núcleo favoreciendo la 

expresión de los genes reprimidos por glucosa. 
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El complejo proteico responsable de la fosforilación de Mig1 es SNF1, que recibió este nombre 

porque la mutante snf1 (por sus siglas en inglés Sucrose Non Fermenting 1) es incapaz de crecer 

en ausencia de glucosa. SNF1 regula la transcripción de más de cuatrocientos genes durante 

condiciones de deficiencia de glucosa, ejerciendo su efecto a través de fosforilar represores, como 

es el caso de Mig1, o activadores transcripcionales como Sip4, que favorece la gluconeogénesis e 

incluso la remodelación de la cromatina. La SNF1 inhibe la biosíntesis de ácidos grasos al fosforilar 

a la acetil-CoA-carboxilasa (ACC) durante deficiencia de glucosa, esta fosforilación también inhibe el 

factor de transcripción INO1 clave en la biosíntesis de fosfolípidos. ACC es necesaria para la 

esporulación, la acumulación de glucógeno y la biogénesis de peroxisomas; lo cual involucra a 

blancos de SNF1, y hacen así evidente su papel central en la regulación del metabolismo en levadura 

(Halford y Hardie, 1998; Hedbacker y Carlson 2008, Coccetti et al., 2018). 

En cuanto a su estequiometría, el complejo puede estar conformado por una subunidad catalítica α 

(Snf1), tres regulatorias β (SIP1/SIP2/GAL83) y una  (Snf4). Las subunidades  tienen un papel 

preponderante en la especificidad de reconocimiento de sus proteínas blanco y en la localización 

subcelular del complejo. Por su parte Snf4 es esencial para la activación de Snf1 y para la localización 

del complejo (Jiang y Carlson, 1997; Vincent et al., 2001; Sanz et al., 2016). 

 

1.3.3 Las SnRK1 de plantas 

1.3.3.1 Estructura 

Al igual que sus homólogos AMPK y SNF1, las SnRK1 funcionan como un complejo formado por tres 

subunidades diferentes. En el genoma de Arabidopsis, existen tres genes codificantes para la 

subunidad  (tabla2), conocidos como AKIN10, AKIN11 y AKIN12. Tanto AKIN10 como AKIN11 

complementan la mutante nula snf1 en levadura (Alderson et al., 1991) mientras que en un principio 

se pensó que AKIN12 era un pseudogen ya que no se encontró que se expresara (Habrak et al., 2003, 

Baena-González et al., 2007) sin embargo, existen ortólogos de este gen en otras cruciferáceas 

(Broeckx et al., 2016) y su expresión es muy baja y limitada a polen y semilla (Shmid et al., 2005; Le 

et al., 2011).  
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Para las subunidades reguladoras del complejo, existen proteínas que son estructuralmente 

idénticas a sus contrapartes en humanos y levaduras. En el caso de las subunidades beta existen 

dos, AKIN1 y AKIN y de la subunidad gamma, existe solo una, AKIN Además de estas 

subunidades, se presentan dos que estructuralmente difieren de las canónicas pero que se ha 

mostrado que pueden formar parte de los complejos activos, la AKIN y la AKIN (Maya-Bernal 

et al., 2017). En la figura 5 se muestra un resumen de las diferentes subunidades que conforman los 

complejos en Arabidopsis y en la Tabla 2 los diferentes nombres que reciben estas subunidades.   

 

 

Tabla 2. Subunidades que pueden formar parte del complejo SnRK1 y los diferentes nombres que reciben en la 
literatura. La primer columna muestra la nomenclatura utilizada en este trabajo, la segunda el código del locus AGI correspondiente, la 
tercera el nombre que se utiliza actualmente, y la cuarta y la quinta, nomenclaturas utilizadas en diversos trabajos. (Modificada de 
Broeckx et al., 2016). 

Subunidad Locus AGI Nomenclatura actual Otros nombres 

AKIN10 At3g01090 AtSnRK11 KIN10 SnRK1.1 

AKIN11 At3g29160 AtSnRK1 2 KIN11 SnRK1.2 

AKIN12 At5g39440 AtSnRK1 3 KIN12 SnRK1.3 

AKIN1 At5g21170 AtSnRK11 KIN1  

AKIN2 At4g16360 AtSnRK12 KIN2  

AKIN3 At2g28060 AtSnRK13 KIN3  

AKIN At1g09020 AtSnRK1 KIN  
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Figura 5. Representación esquemática de las subunidades que conforman al complejo SNF1/AMPK/SnRK1. Se muestra 

a escala la composición de dominios de los diferentes tipos de subunidades en levadura (SNF1), mamíferos (AMPK) y 

plantas (AKIN). Las subunidades  consisten en un dominio catalítico (cinasa) y otro regulador, la hendidura catalítica se 

muestra como la unión entre los lóbulos N y C del extremo amino, que también contiene el lazo de activación en donde 

se muestra la treonina conservada que se fosforila para la activación de la cinasa. El dominio regulador es de 

autoinhibición (AID) en AMPK y SnF1 mientras que en AKIN10 se muestra el correspondiente dominio de asociación a 

la ubiquitina, una región de enlace conecta estos dominios con el del carboxilo terminal (CTD) que participa en las 

interacciones del complejo y con otras proteínas. En AMPK, la región de enlace contiene dos motivos de interacción con 

las subunidades reguladoras indicados por a (RIMI y RIMII). Las líneas sobre los dominios representan las regiones 

requeridas para la interacción con las subunidades indicadas. Las subunidades , típicamente contienen una región amino 

terminal variable que es miristoilada, (MYR) en la glicina 2 de la subunidad, excepto Gal 83 y AKIN3, un módulo central 

de unión a carbohidratos (CBM) (no conservado en Sip1 y ausente en la truncada AKIN) y un dominio carboxilo terminal 

(CTD), en levadura hay una secuencia de interacción con la cinasa (KIS) y una de asociación con el complejo SNF1 (ASC), 

que fueron descritos como suficientes para interactuar con la subunidad   y la  respectivamente. Las subunidades g 

tiene cuatro dominios Cistation Beta Sintetasa (CBS) y una región pre-CBS necesaria para la formación del complejo, las 

plantas codifican una subunidad  híbrida (AKIN) que en adición a la estructura conservada de las  presenta un 

dominio CBM. (Adaptado de Broeckx et al., 2016). 
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1.3.3.1.1 Subunidad  de las SnRK1 

La subunidad catalítica de las SnRK1 está constituida por dos dominios, uno con la actividad de 

cinasa (DK) y un dominio autorregulador (DR). El DK se localiza en el extremo amino-terminal y tiene 

la estructura bilobulada convencional de las cinasas de serina-treonina que contiene al residuo de 

treonina conservado que se fosforila para la activación de la enzima (T183/172 en AMPKα1 y α2, T210 

en Snf1 y T175/176en AKIN10/AKIN11) en la hendidura formada en la unión de ambos lóbulos, región 

conocida como el asa de activación o T-loop, (Hawley, et al.  1996; Rudolph et al., 2005; Nayak, et 

al. 2006; Hardie, 2007). La región carboxilo-terminal, aunque conservada en la familia 

AMPK/SnF1/SnRK1, contiene una secuencia auto inhibitoria (AID, “autoinhibitory domain”) que 

reprime la actividad cinasa en mamíferos y levaduras (Pang et al., 2007), mientras que en SnRK1 

esta secuencia presenta similitud con la de los dominios de asociación a ubiquitina (UBA) por lo que 

se ha propuesto pudiera mediar la interacción con proteínas ubiquitinadas (Farrás et al., 2001; Jaleel 

et al. 2006; Shen et al., 2009). La actividad del dominio catalítico es más alta que la de la enzima 

completa, sugiriendo también un papel regulador de la actividad (Maya-Bernal et al., 2017). El resto 

de secuencia (CTD, C-terminal domain), también conocida como dominio de interacción de la 

cinasa (KIS, kinase interacting sequence) se requiere para la formación del complejo con las 

subunidades reguladoras y con las fosfatasas río arriba (Emanuelle et al., 2015; Broeckx et., 2016). 

1.3.3.1.2 Subunidad  de las SnRK1 

La subunidad  está constituida por tres dominios: 1) hacia el amino terminal un dominio de unión 

a carbohidratos (CBM, Carbohydrate Binding Motif, también llamado Glycogen Binding Domain, 

GBD o Starch Binding Domain, SBD) que en mamíferos y levaduras puede unir glucógeno in vitro, lo 

que refuerza el papel que se le ha asignado al complejo como detector de los niveles de energía, en 

este caso en forma de carbohidratos (McBride et al.,  2009); 2) un dominio de interacción con la 

subunidad catalítica (KIS, Kinase Interacting Secuence) y 3) hacia el carboxilo terminal un dominio 

de asociación al complejo ASC (Association with the complex) conocido también como CTD en 

mamíferos y plantas. Mediante el dominio KIS la subunidad beta se une a la subunidad catalítica y 

con el ASC a la subunidad γ, por lo que esta subunidad constituye el andamio del complejo. Ésta 

parece ser la función principal de la subunidad , puesto que la subunidad AKIN3, que sólo 

contiene la secuencia ASC, es capaz de complementar la mutante nula en levadura de la subunidad 



Introducción 

 

25 

 

 (Sip1Sip2Gal83) y se ha demostrado que puede interactuar con AKIN11, AKIN 10 y con AKIN, 

pero no con AKIN o AKIN (Gissot et al., 2004, Gissot et al., 2006). Las subunidades  también 

participan en la localización del complejo. En plantas se ha demostrado que las subunidades tipo β 

pueden regular la localización subcelular de los complejos in vivo. Diferentes técnicas han sugerido 

la presencia de este tipo de subunidades en el cloroplasto, en el núcleo y asociadas a membrana a 

través de una modificación lipídica, en particular la miristoilación (Wang et al., 2019). 

La miristoilación de la glicina 2 es también una característica conservada en las subunidades , 

excepto por 3. Esta modificación postranscripcional parece actuar también sobre la localización 

del complejo, favoreciendo que se encuentre en la membrana según demostró el grupo de Pierre 

et al., en el 2007. Estos investigadores sustituyeron la glicina 2 por alanina en las subunidades  de 

SnRK1, AKIN1 y AKIN2, y las fusionaron a la GFP; los resultados mostraron que las proteínas 

incapaces de ser miristoiladas se localizaban en el citoplasma, y la actividad de SnRK1 aumentaba. 

 

1.3.3.1.3 Subunidad gamma de las SnRK1 

La subunidad  está formada por cuatro motivos CBS (cystathionine beta synthase), los cuales 

forman dominios Bateman (Bateman, 1997), que pueden unir compuestos que contengan 

adenosina, como AMP, ADP, ATP o S-Adenosilmetionina, lo que sugiere que es esta subunidad la 

que monitorea el contenido celular de ATP y AMP en las células (Scott et al, 2004). La subunidad  

contiene además una secuencia pseudosustrato, la cual mantiene bloqueado el sitio activo de la 

subunidad , hasta que la unión del AMP produce un cambio estructural que favorece la activación, 

aunque esto no ha sido demostrado en levaduras o plantas (Scott et al., 2007).  

A pesar de que AKIN (plantas) es estructuralmente similar a AMPK (mamíferos), no se ha 

demostrado que pueda complementar la mutante de levadura deficiente de  snf4 ni que 

interactué con las subunidades alfa o beta como si lo hace AMPK. Sin embargo en Arabidopsis 

existe una subunidad  atípica denominada AKIN que contiene el dominio de unión a 

carbohidratos en el extremo amino terminal (Fordham-Skelton et al.,  2002) y los dominios Bateman 

característicos de las subunidades , esta subunidad sí complementa la mutante snf4 y es capaz de 

formar complejos con AKIN10, AKIN11, lo que abre la posibilidad de que existan complejos 



Introducción 

 

26 

 

diméricos formados entre cualquiera de las dos subunidades catalíticas y AKIN (Kleinow et al.,  

2000; Lumbreras et al.,  2001; Ramon et al.,  2013). Por otro lado, se ha documentado que AKIN 

también interactúa con las subunidades   ya que se han encontrado complejos formados con 

AKIN10/11, AKIN y AKIN3 (Gissot et al., 2006; Emanuelle, 2015; Maya-Bernal, et al., 2017). Esta 

subunidad atípica fue estudiada por Ávila et al. (2014) quienes descubrieron que puede unir in vitro 

almidón obtenido de hojas y observaron que su localización es cloroplástica y propusieron que la 

localización cloroplástica de la subunidad podría conferir un papel preponderante en los 

mecanismos de regulación en plantas al unir directamente carbohidratos en este organelo. En un 

trabajo reciente, Ruiz-Gayosso y colaboradores (2018) encontraron, mediante microscopia 

electrónica, que todas las subunidades estaban presentes en el cloroplasto y además se pudo 

confirmar que tanto AKIN como AKIN3 unen almidón. 

 

1.3.3.2 Algunos mecanismos de regulación post-traduccional de las SnRK1 

1.3.3.2.1  Fosforilación reversible 

Como sucede con AMPK y SNF1, las SnRK1 requieren de la fosforilación en un residuo conservado 

de treonina (T175 en AKIN10 y T176 en AKIN11) para ser activas. El sitio de fosforilación está tan 

conservado, que se pueden utilizar los anticuerpos anti fosfo-AMPK para reconocer cualquiera de 

las subunidades alfa de la familia AMPK/SNF1/SnRK1 cuando están fosforiladas (Shen et al., 2009; 

Emanuelle et al., 2015). Sin embargo, el estado de fosforilación del asa de activación (T-loop) en 

SnRK1, no afecta la expresión de los genes regulados por ellas ni en cultivos celulares, ni en extractos 

de hoja (Baena-González et al., 2007; Rodrigues et al., 2013). Además, el estado de fosforilación no 

se altera, aunque la actividad de SnRK1 sí varíe en respuesta a diferentes tratamientos (Coello, et 

al. 2012, Fragoso et al., 2009).  

Las cinasas activadoras SnAK1/2, identificadas como GRIK1 y GRIK2 fosforilan a las SnRK1 

aumentando su actividad (Shen et al., 2009; Glab et al., 2017). Al igual que la LKB1 (proteína que 

mayoritariamente fosforila a AMPK, las SnAK pueden autofosforilarse en el residuo T154 por lo que 

podrían estar permanentemente activas (Shen et al., 2009). Crozet et al. (2010) demostró que hay 

una fosforilación cruzada de SnRK1 sobre SnAK1/2 en el residuo S260/261 que inactiva a esta última. 
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Aunque esto sólo se observó in vitro, existe la posibilidad de que un mecanismo de este tipo se dé 

in planta. Resulta evidente que la defosforilación es un paso clave en la inactivación del complejo, y 

se han identificado dos fosfatasas que pueden defosforilar e inactivar SnRK1 in vitro. Una de ellas es 

la proteína de insensibilidad a ácido abscísico 1 (ABI1) y la proteína fosfatasa 2CA (PP2CA) (Rodrigues 

et al., 2013). Aunque los resultados de defosforilación con la AKIN10 inmunoprecitpitada son 

bastante claros, los heterotrímeros recombinantes del complejo son resistentes a la defosforilación 

por la PP2C de mamíferos, por lo que es posible que exista un factor extra, aún no identificado, que 

funcione como mediador de la desfosforilación (Emanuelle et al., 2015). 

1.3.3.2.2 Activación por deficiencia energética 

A las SnRK1 se les confiere un papel central en el metabolismo en respuesta a la deficiencia 

energética (Baena-González et al., 2007; Nukarinem, 2016; Wurzinger et al.,2018). La deficiencia 

energética puede deberse a muy diversas razones y puede medirse de diferentes formas, por 

ejemplo, en mamíferos la AMPK se activa por un aumento en los niveles de AMP, específicamente 

es sensible a la relación AMP/ADP. En este sentido, todas las condiciones que disminuyan el 

contenido de ATP disponible en la célula conducen a la activación del complejo, como sucede 

durante el ejercicio o la anoxia (Herzig y Shaw, 2018).  

A diferencia de lo que sucede con AMPK, la, la SNF1 se regula alostéricamente por AMP, por lo 

menos in vitro; sin embargo, se ha correlacionado su activación con el incremento en la relación 

AMP/ATP celular (Hong y Carlson, 2008). Además, se ha demostrado que la unión de ADP a la 

subunidad reguladora gamma, inhibe la defosforilación de la T210 (Shashkova et al., 2015). 

En plantas, no existe evidencia que indique que el AMP, el ADP o el ATP funcionen como reguladores 

alostéricos de la SnRK1, pero sí se ha observado que el AMP y el ADP inhiben la desfosforilación del 

complejo (Sugden et al., 1999; Maya-Bernal et al., 2017). Respecto al papel de los azúcares, se ha 

observado que la glucosa inhibe la actividad de las SnRK1 in vivo al observar una disminución en la 

expresión de los genes marcadores de AKIN10 y en el caso de la trehalosa-6-fosfato (T6P) se ha 

documentado que inhibe in vitro la actividad catalítica de las SnRK1 a concentraciones fisiológicas 

(Zhang et al., 2009). También se ha reportado evidencia indirecta de que esto sucede durante el 

desarrollo del grano de trigo (Martínez-Barajas et al, 2011) y del tubérculo en papa (Debast et al, 

2011). El efecto inhibitorio parece limitarse a tejidos en desarrollo y estar asociado a un factor 
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aparentemente proteico, dada su labilidad, que se pierde en tejidos maduros; la identidad de este 

factor ha sido difícil de dilucidar debido a la restricción desarrollo-temporal que se presenta (O’Hara 

et al., 2012). Estos hechos han llevado a postular que los principales organelos en percibir la 

deficiencia energética serían los cloroplastos y las mitocondrias ya que, al disminuir la transferencia 

de electrones en ambos, se aumentaría el índice AMP/ATP en la célula, además de que es en los 

cloroplastos en donde se producen y almacenan los azúcares que reprimen la acción de las SnRK1 

(Wurzinger et al., 2018). 

 

1.3.3.3 Función 

Desde su descubrimiento, se han identificado diferentes blancos de las SnRK1. Se sabe que son 

capaces de fosforilar e inactivar a la HMG-CoA reductasa, a la sacarosa fosfato sintasa (SPS) y a la 

nitrato reductasa (NR) participando así en la síntesis de isoprenoides y de sacarosa, y en la 

asimilación del nitrógeno (Sudgen et al., 1999; Hey et al., 2006; Polge et al., 2008; Nukarinen et al., 

2016). También fosforilan e inactivan a la trehalosa fosfato sintasa (TPS5) (Harthill et al, 2006) y a la 

6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa (Fructosa-2,6 F2KP) (Cho et al., 2016; Robertlee et 

al., 2017). Estas enzimas son necesarias para la síntesis de trehalosa-6-fosfato (T6P) y la regulación 

del contenido de fructosa-2,6 bifosfato (F2BP). La T6P actúa como un regulador global del 

metabolismo y de la transcripción, promoviendo el crecimiento y el desarrollo en respuesta a la 

disponibilidad de azúcares (Tsai y Gazzarrini., 2014); en tanto que la F2,6BF es un metabolito de 

señalización involucrado en regular la distribución de fotosintatos y la glicólisis (Nielsen et al., 2004). 

Estos blancos hacen pensar que la SnRK1 estaría involucrada en el metabolismo de carbono, 

nitrógeno y lípidos en las plantas (Fig. 6). 

Las SnRK1 también fosforilan factores de transcripción, participando así en la regulación de varias 

vías metabólicas en plantas. Por ejemplo, al fosforilar el factor de transcripción de dominio 

indeterminado 8 (IDD8) que regula la floración al modular el transporte y el metabolismo de 

azúcares, reduce su habilidad de activador transcripcional, pero no afecta su localización subcelular 

ni su capacidad de unirse al DNA (Wurzinger et al., 2018). El factor de transcripción bZIP63 después 

de ser fosforilado por AKIN10/AKIN11 se homo- o heterodimeriza y puede actuar sobre sus genes 

blanco durante el estrés por deficiencia energética derivada de un periodo de oscuridad prolongado 
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(Mair et al., en 2015). Otros factores de transcripción que son regulados por SnRK1 son el Ethylene 

Insensitive3 (EIN3), directamente fosforilado por AKIN10 lo que provoca su represión y retrasa la 

senescencia en hojas (Kim et al., 2017), y el factor de transcripción del dominio B3 FUSCA3(FUS3) 

que actúa como el interruptor metabólico entre la dormancia y la germinación (Tsai y Gazzarrini, 

2012). Por otro lado, la fosforilación de las SnRK1 también regula la degradación de algunos factores 

de transcripción vía proteosoma, como es el caso de los factores de transcripción MYC2, que regulan 

la señalización por jasmonatos, y WRINKLED1 (WRI1), que regula positivamente la glicólisis y la 

biosíntesis de lípidos (Im et al., 2014; Zhai et al., 2017). 

La SnRK1 modula la actividad de la ADP glucosa pirofosforilasa, a través de su activación redox en 

respuesta a altas concentraciones de sacarosa (Tiessen et al., 2003) lo que la involucra directamente 

en la síntesis de almidón. En otros experimentos realizados en el musgo Physcomitrella patens, una 

doble mutante en los genes que codifican para las subunidades catalíticas presenta defectos en la 

acumulación de almidón y es viable únicamente en condiciones de luz continua (Thelander et al., 

2004).  En semillas de chícharo la disminución de la expresión de SnRK1 por medio de un RNAi afectó 

la transcripción de 183 genes, las plantas mostraron una relación carbono/nitrógeno mayor que la 

de las tipo silvestre y alteraciones fenotípicas como defectos de maduración, contenido bajo de 

globulinas y niveles de sacarosa elevados, parecidos a los que se presentan en mutantes insensibles 

a ABA.  Además, se ha demostrado que también regulan la expresión génica de la α-amilasa y la 

sacarosa sintasa (Purcell et al., 1998; Laurie et al., 2003), de manera que estarían directamente 

relacionadas con la regulación del metabolismo de carbono en plantas, lo que les confiere, además 

de la semejanza en conformación y secuencia, similitud funcional con sus contrapartes en levaduras 

y mamíferos, además de la semejanza en conformación y secuencia.En general, se acepta el papel 

de las SnRK1 como un regulador central de la señalización en respuesta a una disminución en el 

contenido energético celular sin embargo aún no está clara  la conexión entre las SnRK1 y los 

principales compartimientos productores de energía, el cloroplasto y la mitocondria, aunque se 

postula que existen señales emitidas y recibidas por estos organelos que favorecen la activación o 

inactivación del complejo SnRK1 en respuesta a diversas condiciones de estrés (figura 6) (Baena-

González y Sheen, 2008; Broeckx et al.,  2016, Wurzinger et al.,  2018). 
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Figura 6. Regulación y moléculas blanco de SnRK1. Se muestran las diferentes formas conocidas de regulación de las 
SnRK1 y sus blancos directos de fosforilación; además se esquematiza el posible papel de mitocondrias y cloroplastos en 
la emisión y recepción de señales metabólicas que contribuirían a la activación del complejo SnRK1. Modificado de 
Wurzinger et al., 2018. 

 

 

1.3.4 SnRK1 como un intermediario en la transducción de señales por deficiencia 
de fosfato 

De los datos expuestos sobre la SnRK1 resulta evidente que se trata de complejos proteicos capaces 

de regular varios procesos metabólicos que en conjunto permiten al organismo sobrevivir 
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condiciones de estrés y mantener la homeostasis energética. Además, durante el estrés por 

deficiencia de fosfato en las plantas, los niveles de ATP disminuyen, con la consecuente baja 

energética, y ya que las SnRK1 son sensores del contenido energético (Crozet et al., 2014) podrían 

estar involucradas en la regulación de algunas de las respuestas que presentan las plantas durante 

dicho estrés, particularmente actuando en la regulación del metabolismo de carbono. Por lo 

anterior se propone la siguiente hipótesis: 

2 Hipótesis 
 

Las isoformas de SnRK1, AKIN10 y AKIN11, se regulan diferencialmente durante la deficiencia de 

fosfato y participan en el metabolismo de almidón y en la regulación de la expresión genética 

durante este estrés nutrimental. 

3 Objetivos 
3.1 General 

Caracterizar la actividad de las SnRK1 y determinar su función durante la deficiencia de fosfato 

3.2 Particulares 
• Determinar las condiciones óptimas para la evaluación de la actividad de SnRK1 en plantas 

de Arabidopsis thaliana. 

• Determinar el efecto de la deficiencia de Pi sobre la actividad de SnRK1 

• Determinar si la subunidad catalítica del complejo varía durante la deficiencia de fosfato,  

• Evaluar el estado de activación del complejo durante la deficiencia de fosfato 

• Identificar si se altera la acumulación de almidón durante la deficiencia de fosfato en 

mutantes y transgénicas de SnRK1 

• Evaluar el efecto en la regulación transcripcional de mutantes en la subunidad AKIN10 
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4.1 Material biológico 

En este trabajo se utilizaron plantas tipo silvestre de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0). 

Las mutantes akin10 fueron obtenidas de la colección del instituto SALK de líneas de mutantes por 

inserciones de T-DNA (Alonso et al., 2003). Se pidió al ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center, 

The Ohio University) la línea SALK_127939 (T3) y se comprobó la homocigocidad de las plantas para 

la inserción de T-DNA a través de un PCR-dúplex realizado a partir de DNA total, extraído de las 

plantas mutantes utilizando el kit GenElute Plant Genomic DNA Miniprep (SIGMA). Los cebadores 

específicos para la amplificación de un fragmento genómico silvestre (WT) y del mutante 

(integración del T-DNA) fueron los siguientes: LP (5’-CAGATGGGTTCCTAACAGCAG-3’) y RP (5’-

CAGATGGGTTCCTAACAGCAG-3’ en combinación con el cebador específico para T-DNA LBb1 (5’-

GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3’).   

4.2 Siembra y cuidado de Arabidopsis thaliana 

Las semillas de plantas silvestres, mutantes y transgénicas de Arabidopsis thaliana ecotipo 

Columbia, se sembraron en macetas con sustrato comercial (Metro-Mix® 200) humedecido con 

agua desionizada. Las macetas se cubrieron con bolsas negras y se colocaron a 4°C por dos días para 

romper la dormancia y homologar la germinación, después se transfirieron a cámaras de cultivo 

bajo condiciones de día corto (8 h de luz/16 h de oscuridad) con un flujo fotónico de 120 mol de 

fotones m-2s-1 (lámpara fluorescente) y se regaron cada tercer día con solución Hoagland modificada 

que contenía: 

6 mM KNO3, 4mM Ca(NO3)2•7H2O, 2mM MgSO4•7H2O, 0.046 mM H3BO3, 0.8M ZnSo4•7H2O, 2mM 

MgSO4•7H20, 0.09 mM MnCl2•5H2O 0.046 mM H3BO3, 0.8M ZnSO4•7H2O, 0.003 mM CuSO4•5H2O, 

0.015M (NH4)6Mo7O2•4H2O, 500M de (NH4)2H2PO4 y 0.01 g/L de Fe-EDTA (Jones, 1982).  

Para el tratamiento de deficiencia nutrimental de fosfato, plantas de tres semanas de crecimiento 

se trasplantaron a agrolita humedecida con agua desionizada en las mismas condiciones de cultivo 

y se regaron con solución de Hoagland con 500 M (NH4)2H2PO4 (Pi+) o con 500 M de (NH4)2SO4 

para la solución sin fosfato (Pi-). Las plantas se cosecharon y congelaron con nitrógeno líquido 

después de 5 y 10 días de tratamiento y se almacenaron a -80°C hasta su uso. 

Margarita
Texto escrito a máquina
4 Materiales y métodos 
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Para la transformación, las plantas se mantuvieron en Metro-Mix® 200 y se regaron con solución de 

Hoagland completa cada tercer día, a estas plantas se les cortó la primera inflorescencia para 

romper la dormancia apical y generar ramificaciones que produjeron una mayor cantidad de 

botones florales.  

 

4.3 Anticuerpos contra la subunidad catalítica AKIN10 y AKIN11 (anti ) 

Para detectar a la proteína se mandó sintetizar a SIGMA® el péptido MEEK (MEEKVRREIKILRL) que 

forma parte del dominio catalítico tanto de AKIN 10 como de AKIN11. Para generar los anticuerpos, 

se conjugó el péptido a la hemocianina siguiendo el protocolo establecido en Harlow y Lane (1988). 

Previo a la inmunización se obtuvo el suero preinmune, posteriormente el péptido conjugado (200 

g) se combinó con adyuvante completo de Freund se llevó a un volumen de 1 mL y se inyectó por 

vía subcutánea a una coneja Nueva Zelanda. Se realizaron dos inmunizaciones más con el péptido 

mezclado con el adyuvante incompleto de Freund a la segunda y sexta semana después de la 

primera inyección. El sangrado final se realizó por punción cardiaca 9 días después de la tercera 

inyección. La fracción de IgG´s se precipitó con sulfato de amonio y se pasó por una columna de 

proteína A-sefarosa (Kruger y Hammond, 1988). Los anticuerpos se titularon y se utilizaron para 

detectar ambas subunidades , por lo que fue necesario realizar una doble dimensión para 

distinguir entre ambas subunidades catalíticas. 

4.4 Separación de las subunidades catalíticas por electroforesis 

bidimensional 

Para la realización de la doble dimensión se utilizaron 20 g de extractos proteicos cloroplásticos de 

plantas silvestres y mutantes akin10 siguiendo el protocolo de la unidad Multiphor II Electrophoresis 

Unit (Amersham). La primera dimensión se hizo con un isoelectroenfoque en tiras con gradiente de 

pH de 4 a 7. En la segunda dimensión, las proteínas se separaron en un SDS-PAGE al 12%. Después 

de la corrida, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se inmunodetectó 

con el anticuerpo anti alfa. 
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4.5 Experimentos con RNA 

4.5.1 Extracción 

La extracción del RNA total de rosetas de Arabidopsis, ya sea mutantes o tipo silvestre crecidas en 

suficiencia o deficiencia de fosfato, se llevó a cabo utilizando el reactivo TRIzol® de acuerdo las 

instrucciones del fabricante (Invitrogen). Brevemente, por cada 100 mg de tejido se adicionó 1 mL 

de TRIzol® y se homogenizó en un mortero estéril. El homogenado se trasfirió a un microtubo y se 

incubó a temperatura ambiente durante 5 min, posteriormente, se agregaron 0.2 mL de cloroformo 

y se incubó durante 3 min más; las muestras se centrifugaron a 12, 000 x g a 4°C, se recuperó la fase 

acuosa en un microtubo nuevo y el RNA se precipitó utilizando 0.5 mL de isopropanol después de 

10 min a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 12000 x g, se descartó el sobrenadante y la pastilla se 

lavó con 1 mL de etanol al 75%. La pastilla se secó al aire durante 5-10 min y se resuspendió en 50 

L de agua destilada libre de RNAsas. Las muestras de RNA se cuantificaron 

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 260 nm utilizando la relación:  A260 × factor 

de dilución × 40 = µg RNA/mL 

4.5.2 RT-PCR 

El cDNA se sintetizó utilizando ImProm-II™ Reverse Transcription System de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante (Promega). Brevemente, se colocaron los microtubos en hielo y se 

adicionaron 1 g de RNA total, 0.5μg/reacción de oligo dT o 10-20 pmol de cebadores específicos y 

agua libre de nucleasas hasta un volumen de 5 μL. Los microtubos se calentaron a 70oC por 5 min y 

se enfriaron hielo por al menos 5 min. Los microtubos se centrifugaron para colectar toda la mezcla 

y se les adicionaron 4 L de amortiguador de reacción (5X), 1.5 mM MgCl2, dNTP mix (0.5 mM), 20 

μL inhibidor de ribonucleasa y 1 μL de transcriptasa reversa y se llevó a un volumen final de reacción 

de 20 L. Los microtubos se incubaron a 25° C durante 5 min, posteriormente a 55° C durante 60 

min y finalmente a 70°C durante 15 min. Los oligonucleótidos específicos (forward y reverse, tabla 

3) diseñados para amplificar los genes de interés fueron los siguientes:   
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Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados como cebadores en esta tesis para amplificar genes o fragmentos de genes de 
Arabidopsis thaliana. 

Gen Forward Reverse 

AKIN10 

(At3g01090)  
5’-CACCATGGATGGATCAGGCACA-3’ 5’-GAGGACTCGGAGCTGAGCAAG-3’ 

AKIN10 300 5'-AACAGCAGCGCAGATGGTATGC-3' 5'-GAGGTATTTGAGTAGAGCACGC -3' 

AKIN11 

(At3g29160) 
5’-CACCATGGATCATTCATCAAAT-3’ 5’-GATCACACGAAGCTCTGTAAG-3’ 

AKIN11 300 5'-GGTTTAGCTGATGGTCAGAATACTATGGT-3' 5'-GGATAGTTACTATTACAGTAGAGTTTAAC-3 

GFPrev -------------------------------------------------- 5'-GTAAAAGGACAGGGCCATCGCC-3’ 

SPS4 (At4g10120) 5’-GCTAGCCTCAGGTTCAAGCT-3’ 5’-TGTGGAGGCCACCCAGTAAG-3’ 

SPS2 (At5g11110) 5’-TTCCGCTGGGGTGGAGAGAG-3’ 5’-AGAGCGACCTTAATGGCGTC-3’ 

HEX1 (At2g19860) 5’-TGGCGATATCGTCCCACCTA-3’ 5’-TGAGAGTGAGAAGCAGCAAG-3’ 

GAL1 (At3g06580) 5’-CCATACACGGCTGAGGAGAT-3’ 5’-AGAGCGACCTTAATGGCGTC-3’ 

THF1 (At2g20890) 5’-CAAGCGACCCATCCCGAGTA-3’ 5’-TGCTTCTTCTTCTCCCTCTC-3’ 

TMT2 (At4g35300) 5’-TTGAGCAGGCGGGTGTCGGG-3’ 5’-GCAGCACGGGGAGACTGTAA-3’ 

FBP (At5g10770) 5’-CAGGGATCTTCGACGGCTCT-3’ 5’-CGTCCACACAAATTCAGGCG-3’ 

RAB (At3g09900) 5’-ATATGGGACACTGCTGGAC- 3’ 5’-TGATCCCTTGGGGCTCGGCT-3’ 

SKP (At3g54480) 5’-TTGCCTGGTCGGTGGAGGCG-3’ 5’-CGAACACGCTGCAGAACCAA-3’ 

CP (At3g19400) 5’-AACGCTGGATGTGATGGAGG-3’ 5’-GGGTAAGAAGGCATCATTGC-3’ 

NPH (At1g03010) 5’-AGCTTGTAGCCACGCAGCTC-3’ 5’-GCCTTGCCACTCAAGGAAGG-3’ 

ACTINA 5’-TGGGGCAGAAGGATGCGTATG-3’ 5’-CAATACCAGTTGTACGGCCAC-3’ 

At4 5’CCCCTAAAGAAACTGAAGCTCAAGAA-3’ 5’GGAACATAAACATATAAGAGCTAT-3’ 
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El cDNA se amplificó por PCR utilizando la enzima Taq polimerasa recombinante (Invitrogen) y los 

oligonucleótidos diseñados específicamente para cada gen. El programa que se utilizó en todos los 

casos fue de 30 ciclos: 94°C 30 segundos- 55-60°C 1 min y 72°C 100 s en el termociclador 2720 

Thermall Cycler (Perkin Elmer). La mezcla para las reacciones fue la siguiente 0.2 mM dNTP, 1.5 mM 

MgCl2, 500 ng DNA molde, 0.5 M oligonucleótidos y 1.5 U taq polimerasa (Invitrogen). Los 

productos de PCR se corrieron en una electroforesis horizontal utilizando un gel de agarosa al 1% 

en amortiguador TAE (Tris-acetato, EDTA) con bromuro de etidio para la visualización de los 

productos con luz ultravioleta.  

4.5.3 Microarreglos 

Para el análisis por microarreglos se solicitaron dos chips del laboratorio del Dr. David Galbraith 

(Arizona University, USA. http://www.ag.arizona.edu/microarray/), con números de referencia 

ATv342_156 y ATv342_157, los cuáles se enviaron para su procesamiento a la unidad de 

microarreglos del Instituto de Fisiología Celular, junto con 50 g de RNA de las plantas tipo silvestre 

y 50 g de RNA de la mutante akin10, ambos extraídos de plantas crecidas con deficiencia de fosfato.  

Los resultados de la cuantificación de las imágenes se analizaron como SWAP y se obtuvieron las 

listas de genes regulados positiva y negativamente en la mutante con respecto al control.  

 

4.6 Plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan las subunidades 

catalíticas fusionadas a GFP 

4.6.1 Construcción del gen recombinante entre las subunidades catalíticas y GFP 

Se solicitaron al Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) clonas en Escherichia coli, de las 

regiones ORF tanto de AKIN10 como de AKIN11. Dichas regiones se amplificaron por PCR utilizando 

los oligonucleótidos para amplificar AKIN10 y AKIN11 mencionados en la tabla 3 y se introdujeron 

en el vector de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen) (figura 7) para ser recombinadas mediante la 

tecnología Gateway® en el vector binario pEarlyGate 103. Este vector permitió fusionar en la región 

del 3´ de las subunidades catalíticas a la secuencia codificante para la Proteína Verde Fluorescente 

http://www.ag.arizona.edu/microarray/
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(GFP, por sus siglas en inglés). La secuencia quimérica quedó bajo la regulación del promotor 

constitutivo 35S del virus de mosaico de la coliflor (figura 1, Earley et al., 2006.)  

 

 

Figura 7. Plásmidos utilizados para obtener la construcción recombinante entre los genes que codifican para la 

subunidad catalítica del complejo SnRK1 y la proteína verde fluorescente (Earley et al., 2006) 

  

4.6.2 Transformación de Agrobacterium tumefaciens  

La transformación de A. tumefaciens se realizó por el método de congelado-descongelado descrito 

por Höfgen y Willmitzer en 1988. Un cultivo de A. tumefaciens crecido durante toda la noche se 

llevó a un volumen de 200 mL utilizando medio LB. Después de 3-4 h de incubación, las células en 

crecimiento se centrifugaron a 3000 x g por 30 min a 4°C, la pastilla se lavó una vez con amortiguador 

TE (10 mM Tris-HCl pH 7.5; 1 mM EDTA) preenfriado y se resuspendieron las células en 20 mL de 

medio LB fresco. Se tomaron alícuotas de 500 L que se usaron directamente para la 

transformación; o bien, se congelaron con nitrógeno líquido y se almacenaron a -70°C por máximo 

3 meses. 

Para la transformación, se descongelaron las células previamente preparadas y se mezclaron con 5 

g del vector binario del sistema Gateway (pEarlyGate103) solo o conteniendo el cDNA de la 

subunidad catalítica de AKIN10 o el de AKIN11. Las células se incubaron sucesivamente 5 min en 

hielo, 5 min en nitrógeno líquido y 5 min a 37°C, posteriormente, se agregaron 50 μl más de medio 

LB. Las células se agitaron de 2 a 4 h a 28°C. Pasado este tiempo se tomaron alícuotas de 200 L y 
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se plaquearon en cajas de Petri preparadas con medio LB conteniendo kanamicina (50 g/mL) como 

medio de selección. Las cajas de Petri se incubaron a 28° C durante dos o tres días. De las colonias 

obtenidas se obtuvieron plásmidos que se utilizaron como molde para llevar a cabo un PCR y 

comprobar que el plásmido se hubiera transferido.  

Para obtener el cultivo que se utilizaría en la transformación de Arabidopsis, se cultivaron las 

bacterias de A. tumefaciens en medio LB con los marcadores de selección a 28°C en agitación 

constante hasta alcanzar una D.O 600 de 0.8. El cultivo se centrifugó a 8000 rpm durante 10 min, se 

decantó y la pastilla se resuspendió gentilmente en 50 mL de una solución 5% (V/V) de sacarosa y 

0.01% Silwet L-77. 

 

4.6.3 Transformación de las plantas de Arabidopsis 

Las plantas que serían transformadas por el método de inmersión floral (Clough y Bent, 1998) se 

cultivaron como se describe en el subcapítulo Siembra y cuidado de Arabidopsis thaliana (pág.29) 

con una variación, que consistió en que cuándo estas plantas iniciaron la floración, se cortó la 

inflorescencia para favorecer la ramificación y formar más botones florales. Una vez conseguido lo 

anterior, la parte aérea de estas plantas se sumergió en la suspensión bacteriana previamente 

preparada, durante 1 min.  

Las plantas se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente durante toda la noche. 

Posteriormente, se trasladaron al invernadero manteniendo un fotoperiodo largo (16h de luz x 8 de 

oscuridad).  Las plantas se cuidaron de la manera habitual hasta la formación de semillas, en ese 

momento se suspendió el riego y se esperó a que se secaran completamente las silicuas. Las semillas 

de cada planta se cosecharon independientemente y se almacenaron a 4°C hasta su uso. 

Para la selección de las transgénicas, las semillas se desinfectaron utilizando una solución de 

hipoclorito de sodio (50% NaOCl, 0.006% Tween 20) durante 1 min, agitando vigorosamente para 

dispersar las semillas. Las semillas se lavaron con abundante agua estéril y se sembraron en cajas 

de Petri con medio Gamborg B5-agar, utilizando 300 M de glufosinato de amonio (BASTA®) como 

medio de selección. Las semillas se colocaron en oscuridad por 48 h a 4°C y se trasladaron a cámaras 

de crecimiento con fotoperiodo corto a una temperatura entre 21-23°C. Después de que las semillas 

germinaron, las plántulas supervivientes se trasplantaron a tierra (Metro Mix ®200). Las plantas 
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crecieron bajo fotoperiodo largo y las semillas de las plantas seleccionadas se cosecharon 

nuevamente, este procedimiento se realizó hasta obtener la generación T2. 

Para corroborar que las plantas resistentes al BASTA® fueran transgénicas, se aisló DNA genómico y 

se realizó una reacción de PCR por cada planta, utilizando las parejas de oligonucleótidos que 

amplifican la proteína de fusión con la GFP. 

El producto de las PCR fue purificado y se mandó secuenciar a la Unidad de Biología Molecular del 

Instituto de Fisiología Celular (UNAM), para corroborar la identidad del inserto. 

Con esta metodología se obtuvieron: 

• Plantas transgénicas que sobreexpresaban la proteína AKIN10 fusionada con la GFP 

(AKIN10-GFP),  

• Plantas transgénicas que sobreexpresaban la proteína AKIN11 fusionada con la GFP 

(AKIN11-GFP) y 

• Plantas transgénicas que sobreexpresaban la proteína verde fluorescente (GFP-control) 

 

4.7 Localización subcelular de las subunidades catalíticas de SnRK1 

4.7.1 Fluorescencia 

Mediante microscopía confocal se observaron cortes finos de hoja de plantas transgénicas de A. 

thaliana que sobreexpresaban tanto AKIN10 como AKIN11 en fusión con la proteína verde 

fluorescente, con el objeto de determinar la localización de la proteína de fusión en condiciones de 

suficiencia y deficiencia de fosfato. Como control se utilizaron plantas que solo se habían 

transformado con GFP. Para observar las proteínas de fusión con GFP, se montaron secciones de 6-

7 m de hojas y se observaron utilizando el microscopio confocal Olympus FV 1000 (FlouView® 

1000) en la Unidad de Microscopía del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. Las imágenes 

fueron capturadas con una cámara digital.  

4.7.2 Inmunolocalización 

La preparación de las muestras consistió obtener hojas y raíces de planta sometidas a suficiencia y 

deficiencia de fosfato, fijarlas en formaldehído al 4% (V/V) en solución salina amortiguadora de 

fosfato (PBS) durante 12 h, deshidratarlas en series crecientes de etanol (70%, 90%, 96% y 100%) de 
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30 min cada uno y emberberlas en parafina Paraplast Plus®(Polysciences). Una vez obtenidos los 

cubos conteniendo las muestras se cortaron con un micrótomo en el Instituto de Biología, para 

obtener secciones de 6 a 7 m que se montaron en portaobjetos de vidrio. 

Una vez fijas estas secciones en los portaobjetos, se desparafinaron en frascos de tinción de Coplin 

con tres lavados de 10 min con etanol al 95%. Para rehidratar los cortes se incubaron en etanol al 

90% durante 5 min, en etanol al 50% 5 min, Etanol 50% v/v con PBS 5 min y finalmente 5 min en 

PBS. 

Las secciones se bloquearon con PBS conteniendo 3% de BSA, 0.01% azida de sodio, y 0.1% Triton 

X-100 por 4 h a 4°C. Estas secciones se incubaron con el anticuerpo primario de conejo anti  

obtenido según se indicó en la sección 4.3 en una dilución 1:250 a 4°C toda la noche. Las secciones 

se lavaron con PBS y se incubaron con el segundo anticuerpo cabra anti-conejo conjugado con el 

fluorocromo Alexa 568 (ThermoFisher Scientific) por 4 h a 4°C. 

 

4.7.3 Experimentos tipo Western (Inmunoblot) 

4.7.3.1 Obtención de extracto de proteína total  

Para la extracción de proteína total soluble se molió en un mortero frío y con nitrógeno líquido 0.1 

g de roseta en solución amortiguadora de extracción (50 mM HEPES pH 8.2, 50 mM NaF, 1 mM 

EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 50 mM NaCl, 10 mM, -glicerol fosfato, 8% (v/v) glicerol, 1 mM 

ditiotreitol, 1 mM fluoruro de fenil metil sulfonil, 1 mM benzamidina, y 50 mM leupeptina. La 

proteína se cuantificó por el método de Bradford (Bradford, 1976). 

4.7.3.2 Obtención de cloroplastos  

Los cloroplastos se obtuvieron de acuerdo con el procedimiento modificado de Weigel y 

Grazebrook, 2002. Las plantas se mantuvieron en oscuridad durante las 5 horas anteriores a la 

cosecha, se colectaron las rosetas y se les agregaron 5 volúmenes de una solución amortiguadora 

de homogeneización que contenía Hepes 50 mM (pH 7.5), EDTA 2 mM, MgCl2 1 mM, sorbitol 6 % 

(p/v) y albúmina bovina 0.25% p/v. El tejido se homogeneizó en una licuadora dando 5 pulsos cortos 

de aproximadamente 5 s cada uno. El material molido se filtró a través de una malla de nylon y el 

filtrado se centrifugó a 2000 x g por 8 min. El sobrenadante se decantó y el sedimento con los 

cloroplastos se resuspendió cuidadosamente con un pincel en el amortiguador de homogeneización 

remanente. Este material se cargó con pipeta de un mililitro con la punta recortada sobre un 
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gradiente de Percoll preparado como se muestra en la Tabla 4. Se centrifugó a 6000 x g por 10 min, 

sin freno, en un rotor Sorvall HB4; luego, se recuperó la banda de la interfase 40/80 y se centrifugó 

a 2000 x g por 8 min. La pastilla se lavó con amortiguador de homogeneización sin BSA y se 

centrifugó a 2000 x g por 8 min. Los cloroplastos se resuspendieron en el amortiguador de extracción 

de proteína total mencionado anteriormente. 

 

Tabla 4.  Ingredientes para hacer Percoll 80% y 40%. Las cantidades indicadas son las necesarias para hacer dos gradientes. 

PBF Percoll: 450 mg PEG 4000, 150 mg BSA, 150 mg Ficoll y 15 mL Percoll (Bernal, 2009). 

 Percoll 80% Percoll 40% 

PBF Percoll 5 mL 8mL 

Agua destilada - 7.6 mL 

EDTA 0.5 M (pH8)  25 L 80 L 

MgCl2 1 M  8.2 L 20 L 

MnCl2 1 M  8.2 L 20 L 

Amortiguador HEPES 1 M (pH 7.5) 312 L 1 mL 

Sorbitol 2 M 1 mL 3.3 mL 

 

4.7.3.3 Gel de Acrilamida Desnaturalizante (SDS-PAGE) 

Se utilizaron 20 g de proteína total y 10 g de proteína de extracto cloroplástico, a cada muestra 

se agregaron 20 L de buffer de carga (60 mM Tris, pH 6.8, 100 mM DTT, 2% SDS, 0.001 azul de 

bromofenol, 10% glicerol), y se colocaron en un baño a ebullición durante 5 min. Las muestras se 

corrieron en un SDS-PAGE al 12% (LaemmLi,1970) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

utilizando el sistema húmedo de BIORAD. La transferencia de las proteínas se verificó utilizando una 

solución de rojo de Ponceau (1% rojo de Ponceau en 0.1% ácido acético) por 3 min y se lavó con 

agua destilada. La membrana se bloqueó en un amortiguador que contenía 1X PBST (140 mM NaCl, 

2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4, 0.1% Tween-20) y 5% de leche descremada 

durante 1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo contra GFP (Sigma) se utilizó a una dilución de 
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1:2 000 y se incubó a 4°C toda la noche. La membrana se lavó 3 veces con solución de PBST por 15 

min. La incubación de la membrana con el segundo anticuerpo se realizó durante una hora a 

temperatura ambiente. La dilución utilizada para el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa 

fue de 1:40 000. El segundo anticuerpo se reveló utilizando el ECL ™ Western Blotting Detection 

Reagents (Amersham). 

 

4.8 Ensayo de Actividad de cinasa SnRK1 

4.8.1 Extracción de la cinasa: 

Las hojas congeladas de Arabidopsis se homogeneizaron en un mortero frío con amortiguador de 

extracción (50 mM HEPES pH 8.2, 50 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 50 mM NaCl, 

10 mM, -glicerol fosfato, 8% (v/v) glicerol, 1 mM ditiotreitol, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoride,1 mM 

benzamidina, 50 mM leupeptina). El extracto se centrifugó a 20 000 x g por 10 min a 4°C. El extracto 

proteico obtenido se precipitó añadiendo polietilen-glicol hasta una concentración de 11% (p/v). La 

solución se agitó suavemente durante 20 min y se centrifugó a 20000 x g por 30 min. La pastilla 

resultante se disolvió en 30 μl de amortiguador extracción y la cantidad de proteína se cuantificó 

por el método de Bradford (Bradford, 1976).  

 

4.8.2 Actividad SNRK1 

La actividad de cinasa sobre el péptido SAMS se determinó como lo describieron Davies et al. (1989), 

con algunas modificaciones: 2 g de proteína se incubaron durante 10 min en un volumen final de 

25 L conteniendo amortiguador de cinasa (40 mM HEPES pH7.0, 50 mM fluoruro de sodio, 25 mM 

-glicerofosfato, 50 mM MgCl2, 1 mM EGTA, y 1mM Na3VO4), 200 M de péptido SAMS 

(HMRSAMSGLHLVKRR), 200 M ATP, y [-32P]ATP (200 M, 5 Ci /L, 3000 Ci/mmol). Después de 

incubar por 10 min a 30°C, alícuotas de 15 L se colocaron en 1 cm2 de papel de fosfocelulosa (P81, 

Whatman), el cual se lavó inmediatamente en un recipiente que contenía 500 mL de una solución 

de ácido fosfórico al 1% (V/V). Los filtros se lavaron durante 20 min con tres cambios de la misma 

solución. Al final se lavaron con acetona, se dejaron secar al aire y se cuantificaron por inmersión en 

5 mL de líquido de centelleo (5 g/L 2,5 difeniloxazol (PPO), 0.1 g/l 1,4-di[2-(4-metil-5-feniloxazolil)]-

benceno (POPOP), utilizando como disolvente tolueno) en un contador de centelleo 

(LS6000/BECKMAN). 
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4.9 Marcaje con 14CO2 y cuantificación de almidón 

Las rosetas fueron marcadas con 14CO2 como lo describen Viola et al., (2001). Cinco horas después 

de haber comenzado el periodo de luz, las plantas se incubaron con el 14CO2 liberado de 50 Ci de 

bicarbonato de sodio [14C] después de la adición de 200 L de ácido láctico 3 M. Las plantas se 

expusieron al 14CO2 liberado durante 1 h, antes de inyectarse un exceso de 3 M de KOH para 

neutralizar el ácido.  Un grupo de plantas se analizó después de cuatro horas, para permitir la llegada 

del CO2 a los tejidos demanda, y otro se analizó hasta después de 18 h en oscuridad. 

Para el aislamiento y cuantificación de almidón, las muestras (150-300 mg de hoja) se 

homogeneizaron en etanol al 80% (2 mL) y se calentaron por 30 min a 80°C. El extracto se centrifugó 

a 5000 x g durante 10 min. Para la determinación de cantidad de marca el precipitado se cuantificó 

en un contador de centelleo, para continuar con la extracción de etanol, el precipitado se extrajo 

con etanol una vez más. Los sobrenadantes se combinaron y esta fracción se usó para la medición 

de glucosa. La fracción sedimentada se resuspendió en 1.5 mL de agua y se gelatinizó a 90°C durante 

4 h. Después se hidrolizó con 220 U de amiloglucosidasa (EC 3.2.1.3) resuspendida en 15 mL de 

solución amortiguadora de acetato de sodio 200 mM (pH 4.5) y se incubó a 37° C toda la noche. Al 

día siguiente, el material se centrifugó a 5000 x g por 5 min y se cuantificó la glucosa en el 

sobrenadante (Bernal et al., 2005). La glucosa marcada con CO2 incorporada al almidón se cuantificó 

en un contador de centelleo y se reportó como la diferencia entre la asociada al almidón al final del 

día respecto de la que se encontraba al final de la noche.  
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5 Resultados 
5.1 Actividad de SnRK1 y deficiencia de Fosfato 

Se evaluó la actividad de SnRK1 mediante la fosforilación del péptido SAMS en plantas silvestres de 

Arabidopsis thaliana, var Columbia, sometidas a deficiencia de fosfato durante 10 días, las 

diferencias en las plantas pueden ser observadas en la figura 8A. Las plantas sometidas a la 

deficiencia de fosfato son más pequeñas y presentaron pigmentación morada respecto a las plantas 

crecidas en suficiencia nutrimental. Por otro lado, en la figura 8B se observa que la actividad de 

SnRK1 resultó ser menor en las plantas crecidas en deficiencia de fosfato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Debido a que la actividad de SnRK1 disminuía durante la deficiencia de fosfato, se analizó la 

expresión de las diferentes subunidades catalíticas. Se determinó el nivel de expresión a nivel de 

transcritos de AKIN10 y AKIN11 (figura 9 A), puesto que acorde a datos de GENEVESTIGATOR son las 

únicas subunidades que se expresan en las rosetas, en condiciones de suficiencia nutrimental y 

deficiencia de fosfato durante 5 y 10 días. Los resultados indican que la acumulación de los 

transcritos de las subunidades catalíticas no se ve afectada por la deficiencia de fosfato (figura 9 B). 

Figura 8. Actividad de SnRK1 en deficiencia de fosfato en plantas silvestres. (A) Rosetas de plantas crecidas en 
suficiencia y deficiencia de fosfato. Las plantas se crecieron primero durante 3 semanas en condiciones de suficiencia 
nutrimental y posteriormente se trasplantaron a agrolita y se regaron durante 10 días con soluciones conteniendo o 
no fosfato. (B) Actividad de SnRK1 durante la deficiencia de fosfato en Arabidopsis thaliana la actividad SnRK1 se 
evaluó como fosforilación del péptido SAMS en rosetas de Arabidopsis a los 10 días de crecer bajo deficiencia de 
fosfato. Las barras representan las medias ± la desviación estándar (n=3). 
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Para este experimento se utilizó como control de carga a la actina, y como control de la deficiencia 

de fosfato al transcrito de At4, el cual se ha demostrado que se incrementa en estas condiciones 

nutrimentales (Burleigh y Harrison, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Caracterización de las mutantes akin10 

5.2.1 Obtención de mutantes akin10 homocigotas 

Las mutantes de akin10 se obtuvieron de la colección SIGnAL T-DNA (línea SALK_127939), en la 

figura 10 se puede observar que el lugar de la inserción del T-DNA es en el último exón del gen que 

codifica para AKIN10.  

 

Figura 9 Acumulación de los transcritos de AKIN10 y AKIN11 
durante la deficiencia de Pi en Arabidopsis thaliana. (A) 
Niveles de acumulación de los transcritos para AKIN10 y 
AKIN11 en Arabidopsis reportados en GENEVESTIGATOR 
(Zimmermann P. Hirsch, Hoffmann M., Henning L., Grusissem 
W. GENEVESTIGATOR, Arabidopsis Microarray Database and 
Analysis Toolbox. Plant Physiol. 200136:262-2632. [Pubmed]). 
(B) Se extrajo RNA total de plantas de Arabidopsis sometidas a 
5 y 10 días de tratamiento (dT) y se evaluó por RT-PCR su 
expresión utilizando como control de carga el transcrito para 
actina y como marcador de deficiencia de fosfato los niveles 
de acumulación del transcrito de At4. 

 Actina       AKIN10     AKIN11         At4 B 

  AKIN10     AKIN11       AKIN12 A 
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Las semillas de las líneas mutantes se sembraron y cultivaron en las condiciones descritas en los 

Materiales y Métodos, y la inserción se comprobó por medio de PCR (figura 10).  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Homocigocidad de la mutante de akin10. (A) Representación esquemática del gen AKIN10 (AT3G01090) 
mostrando el lugar de inserción del transposón en el último exón del gen. (B) Representación esquemática de la 
localización de los oligonucleótidos utilizados en la determinación de homocigocidad por medio de PCR dúplex, para ello 
se diseñaron oligonucleótidos que amplificaran un fragmento de 900 pb del gen AKIN10 (LP-RP) y se utilizó también el 
oligonucleótido de frente específico LBa que amplifica un extremo del T-DNA con el mismo oligonucleótido de reversa RP 
diseñado para amplificar AKIN10, los oligonucleótidos diseñados para amplificar el fragmento de AKIN10 de 
aproximadamente 300 pb se ilustran con cuadros azul (adelante) y naranja (reversa). (C) Electroforesis en gel de agarosa 
de los productos del PCR dúplex (utilizando los 3 oligonucleótidos LP, LBa y RP), se muestra el carril marcado con M 

correspondiente a los marcadores ( HIII), el carril marcado con ts corresponde al producto de PCR con DNA proveniente 
de Arabidopsis thaliana tipo silvestre, se esperaba una banda de aproximadamente 900 pb (al amplificar el gen silvestre 
con LP y RP)y el carril marcado con akin10 muestra el producto de PCR obtenido a partir de DNA de la mutante de akin10 
( se esperaba una banda de aproximadamente 500 pb  producto de amplificar el extremo 3’ del TDNA y el fragmento final 
de AKIN10 con los cebadores LBa y RP). (D) Electroforesis en gel de agarosa mostrando en el carril marcado con una M los 
marcadores de peso molecular (únicamente los 4 primeros de L HIII) el carril marcado con ts se cargó DNA obtenido del 
tipo silvestre y en akin10 DNA proveniente de la mutante. 
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En las mutantes akin10, se analizó por RT-PCR la acumulación de los transcritos de AKIN10 y AKIN11, 

para ello se diseñaron oligonucleótidos que amplificaran el mensajero de AKIN10 completo (1500 

pb) o un fragmento específico del extremo 3´ (aproximadamente de 300 pb), ya sea de AKIN10 o 

AKIN11. Como puede observarse en la figura 11, la mutante akin10 no expresa el mensajero de 

AKIN10, mientras que el mensajero de AKIN11 sí se expresa, los fragmentos de AKIN10 y AKIN11 se 

mandaron secuenciar (figura 12) para comprobar que correspondieran específicamente a AKIN10 y 

AKIN11, al comparar las secuencias entre ellas se encontró que eran sustancialmente diferentes, 

aunque mantenían el 70% de identidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Alineamientos de los productos de PCR de 
AKIN10 (A) y AKIN11 (B) secuenciados, con las 
regiones codificantes de sus respectivos genes. 

Actina          AKIN11                AKIN10           AKIN10 

Figura 11. La mutante akin10 no 
expresa el mensaje para AKIN10. 
Se obtuvo RNA de plantas akin10 
y tipo silvestres y se analizó la 
acumulación de los transcritos de 
AKIN10 y AKIN11 por RT-PCR con 
oligonucleótidos específicos para 
amplificar fragmentos de aprox. 
300 pb de cada uno y el ADN 
codificante (~1500 pb) para 
AKIN10. 

Tipo silvestre            ↓                    ↓                       ↓                     ↓ 

akin10                       ↓                     ↓                     ↓                      ↓                 

1.5 kpb 

300 pb 

A B 
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5.2.2 Evaluación de la proteína AKIN10 en las mutantes akin10 

Una vez comprobada la ausencia del transcrito en las mutantes de akin10, se procedió a determinar 

la presencia o no de la proteína AKIN10, para eso se generaron anticuerpos específicos que 

reconocieran ambas subunidades catalíticas (figura 13) y se realizó una doble dimensión separando 

a las subunidades catalíticas a partir de extractos proteicos de cloroplastos (figura 14), lo que se 

observó es que en la planta silvestre se encuentran tanto AKIN10 como AKIN11, mientas que en la 

mutante akin10 solo se observa AKIN11, como era esperado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Alineamiento de las secuencias proteicas de las subunidades catalíticas AKIN10 y AKIN11. 
En morado se muestra la conservación de los 14 residuos de aminoácidos (péptido MEEK) para los que 

se produjeron anticuerpos específicos en conejo a los que se les nombró anti- 

Figura 14. La mutante akin10 no presenta niveles 
detectables de la proteína AKIN10. Los extractos 
proteícos de cloroplastos de plantas silvestres y de 
plantas mutantes por inserción de T-DNA en el gen 
que codifica para AKIN10 (akin10), se separaron 
por electroforesis en doble dimensión el pI de 
AKIN10 es de 8.3 y el de AKIN11 de 7.4. El gel se 
transfirió a una membrana de nitrocelulosa que se 
sometió a inmunodetección utilizando un 

anicuerpo anti la subunidad catalítica . 
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5.2.3 Efecto de la deficiencia de fosfato sobre las mutantes akin10 

Para caracterizar el efecto que tiene la deficiencia de fosfato sobre las mutantes carentes de AKIN10, 

se trasplantaron las plantas homocigotas mutantes, crecidas en suficiencia nutrimental durante 3 

semanas, a condiciones de deficiencia de fosfato durante 10 días, y se evalúo la actividad de SnRK1 

a los 5 y 10 días del tratamiento. Los resultados observados en la figura 15 indican que las plantas 

mutantes son ligeramente más pequeñas que las plantas silvestres (figura 15 A), resultó notorio que 

la disminución en la actividad de SnRK1 que se presenta durante la deficiencia de fosfato en el tipo 

silvestre se acentúa a los 10 días de deficiencia de fosfato (figura 15 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Efecto de la deficiencia de fosfato sobre la mutante akin10. (A) Diferencias en tamaño entre plantas mutantes 
y silvestres crecidas en suficiencia nutrimental (+Pi) o deficiencia de Pi (-Pi). (B) Actividad de SnRK1 en mutantes akin10 
y en silvestres durante suficiencia (+Pi) o deficiencia de Pi (-Pi) a los 5 (morado) o 10 (turquesa) días de tratamiento (dT). 

Las barras representan las medias ± la desviación estándar (n=3). Se hizo un ANOVA con un  de 0.05 entre el tipo 
silvestre y el mutante a los 5 (p=0.38) y 10 días (p= 0.01). 

A                              B 

akin10 

 

Silvestre 

+Pi               -Pi 



Resultados 

 

50 

 

5.3 Localización subcelular de las subunidades catalíticas de las SnRK1 

5.3.1 Obtención de plantas transgénicas que sobreexpresan las subunidades 
catalíticas fusionadas con la proteína verde fluorescente 

Para conocer la localización subcelular de las subunidades catalíticas, las regiones codificantes de 

AKIN10 y AKIN11 se amplificaron por PCR y se introdujeron en un vector de entrada (pENTR/D-

TOPO) que permitió recombinar ambos fragmentos, por separado, con un vector binario 

(pEarleyGate 103) que contenía la secuencia codificante para la proteína verde fluorescente (GFP) 

y quedar bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. Con esta construcción 

se transformaron células de Agrobacterium tumefaciens y finalmente plantas de Arabidopsis 

thaliana. Las semillas de A. thaliana que se obtuvieron después de la transformación se sembraron 

en cajas de Petri con medio Gamborg B5-agar, utilizando 300 M de glufosinato de amonio 

|(BASTA®) como agente de selección, las plantas resistentes al herbicida se traspasaron a sustrato 

Metro-Mix® 200, se comprobó mediante PCR que tuvieran el transgén AKIN10-GFP o AKIN11-GFP 

(figura 16) y se siguió la descendencia hasta la T2 para continuar con los experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Selección de plantas de Arabidopsis transformadas con la construcción GFP-AKIN10/AKIN11 o GFP. (A) Las semillas 
se sembraron en cajas de Petri con medio Gamborg B5-agar y 300 mg de glufosinato de amonio (BASTA®) como medio de 
selección, las flechas señalan ejemplos de las plantas no transformantes y transgénicas (B) Elecroforesis en Agarosa que muestra 
los productos de PCR obtenidos al utilizar el oligonucleótido forward para amplificar el cDNA completo AKIN10 y un 
oligonucleótido de reversa que amplifica GFP, se amplificó cDNA del tipo silvestre como control negativo con el mismo juego de 

oligonucleótidos, el primer carril es la digestión del fago  con Hind III utilizado como marcador de peso molecular. Sólo se 
muestra el gel de plantas AKIN10-GFP. 
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5.3.2  Localización subcelular de las proteínas de fusión obtenidas  

Para observar la localización subcelular de las proteínas de fusión se observaron al microscopio 

confocal cortes de hojas de las plantas transformantes de la generación T2, los resultados indican 

que ambas subunidades tienen localización cloroplástica y en menor grado citoplásmica (figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Localización subcelular de las proteínas AKIN10-GFP y AKIN11-GFP.   Cortes de hojas de las plantas transgénicas 
que sobreexpresaban AKIN10 o AKIN11 en fusión con la GFP se observaron en el microscopio confocal. A y D muestran la 
fluorescencia de GFP en verde, B y E la auto fluorescencia de la clorofila en rojo y C y F la superposición de ambas en 

fluorescencias en amarillo. La barra blanca representa 10 m y las flechas señalan el mismo cloroplasto en la serie de 
fotografías correspondientes a AKIN10 (A, B y C) y uno en la serie de AKIN11 (D, E, F).  

              GFP                          Clorofila                 Superposición 
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5.3.3 Comprobación de la presencia de las subunidades catalíticas en extractos 
proteicos de cloroplasto  

Con la finalidad de comprobar el hallazgo anterior, se hicieron extractos proteicos totales y de 

cloroplasto para inmunodetectar las proteínas por medio de experimentos tipo western, utilizando 

los anticuerpos anti- que son capaces de reconocer a ambas subunidades catalíticas (figura 18). 

Los resultados muestran un enriquecimiento de la banda correspondiente a las subunidades 

catalíticas AKIN10 y AKIN 11, que tienen prácticamente el mismo peso molecular (60 kDa) mientras 

que en el extracto total no se reconoce ninguna banda. El western muestra poca cantidad de rubisco 

en el extracto de cloroplasto en comparación con la subunidad  de las SnRK1, esto se debe a que 

la membrana se sobreexpuso para apreciar las catalíticas mientras que al utilizar el anti-rubisco se 

expuso sólo lo suficiente para ver la banda en ambos carriles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.4 Inmunolocalización por microscopía confocal de las subunidades 
catalíticas 

Adicionalmente, se decidió observar la localización celular de las subunidades catalíticas mediante 

inmunolocalización con el anticuerpo anti- tanto en raíz como en roseta de plantas silvestres, los 

resultados (figura 19) muestran que las subunidades catalíticas están en cloroplastos, aunque 

también se puedo detectar señal en el citoplasma (Fig. 19 A-C), En las raíces, la señal se puede 

apreciar en todas las células desde la epidermis al tejido vascular (Fig. 19 G- I). También se observó 

la inmunolocalización durante la deficiencia de Pi constatando la localización cloroplástica. La señal 

de plantas que provienen de –Pi está disminuida en comparación con plantas +Pi lo que sugiere una 

Figura 18. Localización cloroplástica de las 

subunidades . Extractos proteicos totales (T) y de 
cloroplastos fueron separados en una SDS-PAGE, 
transferidos a una membrana de nitrocelulosa e 

incubados con el anticuerpo anti-. La misma 
membrana fue incubada posteriormente con 
anticuerpos anti-rubisco. 
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disminución en la cantidad de proteína de las subunidades  durante este estrés (Fig. 19 D-F); 

respecto a lo que sucede con las subunidades catalíticas durante la deficiencia de fosfato la señal se 

restringe solo al periciclo y al haz vascular mientras que la señal del córtex y de la epidermis 

desapareció casi por completo (Fig. 19 J-L), estos resultados indican que la regulación de las 

subunidades catalíticas está influenciada por la deficiencia de Pi, tanto en hoja como en raíz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Localización de las 

subunidades  de las SnRK1 en hoja y 
raíz. Cortes de hoja (A-F) y de raíz (G-L) 
en suficiencia (+Pi) o deficiencia 
nutrimental (-Pi) se fijaron e incubaron, 
según lo descrito en materiales y 

métodos, con anti- como primer 
anticuerpo y como segundo anticuerpo 
el anti-conejo   conjugado con el 
fluorocromo Alexa 568. La 
inmunolocalización se muestra como la 
fluorescencia en verde de Alexa 568 en 
hojas (A y D) y en raíces (G y J) B y E 
muestran la auto fluorescencia de la 
clorofila en rojo, C y F son imágenes de 
la superposición de la auto fluorescencia 
dela clorofila y de la fluorescencia por 
Alexa 568, H y K son imágenes en campo 
brillante de los cortes transversales de 
raíz y finalmente, I y L muestran la 
superposición de las imágenes de 
fluorescencia por Alexa 568 y del campo 

brillante.  Las barras representan 10 m. 
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5.4 Efecto de la deficiencia de fosfato sobre las plantas transgénicas que 
sobreexpresan las subunidades catalíticas fusionadas con la GFP 

5.4.1 Actividad de SnRK1 

Para evaluar el efecto que tiene la deficiencia de fosfato sobre la actividad de SnRK1 en las plantas 

transgénicas que sobreexpresan la GFP, AKIN10-GFP  y AKIN11-GFP, se evaluó la actividad en 

condiciones de suficiencia o de deficiencia de fosfato por diez días. Los resultados (figura 20) 

muestran que las plantas que sólo sobreexpresan GFP y las que sobreexpresan GFP en fusión con 

AKIN11 tienen los mismos niveles de actividad que el control, es decir que se comportan 

prácticamente como el tipo silvestre, esto se podría explicar en la transgénica AKIN11-GFP si 

consideramos una cantidad menor de las subunidades  del complejo SnRK1 durante la deficiencia 

de Pi, como lo sugieren las microscopías por inmunolocalización. Sin embargo, las transgénicas 

AKIN10-GFP presentan un incremento notable de la actividad durante la deficiencia de fosfato, esto 

conduce a pensar en la posibilidad de que la proteína que esté disminuyendo en cantidad en esa 

condición es AKIN11 y que esto esté repercutiendo en una baja en la actividad SnRK1 de las plantas 

AKIN11-GFP, lo que además significaría que AKIN10 es la subunidad que forma parte del complejo 

SnRK1 activo durante la deficiencia de Pi y por eso se observan niveles de actividad prácticamente 

de tipo silvestre y explicaría también el aumento de actividad SnRK1en las AKIN10-GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20 Actividad de plantas transgénicas que sobreexpresan las subunidades catalíticas. La actividad 
se evaluó como fosforilación del péptido SAMS en rosetas de Arabidopsis a los 10 días de deficiencia de 
fosfato y se reporta como porcentaje de igualdad respecto al tipo silvestre (control). Las barras representan 
las medias ± la desviación estándar (n=3). 
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5.4.2 Expresión de AKIN10 y AKIN11 

Para explorar un poco más que era lo que sucedía con AKIN10 y AKIN11 durante la deficiencia de Pi, 

se observó por microscopía confocal a las transgénicas de AKIN10-GFP y AKIN11-GFP durante 

condiciones de suficiencia nutrimental (+Pi) y de deficiencia de Pi (-Pi). Los resultados fueron 

consistentes respecto a la localización mayoritariamente cloroplástica de ambas proteínas de 

fusión; sin embargo, mientras la fluorescencia se mantuvo igual tanto en deficiencia como en 

suficiencia de Pi en las plantas AKIN10, la fluorescencia de AKIN11-GFP prácticamente desapareció 

durante la deficiencia de fosfato (figura 21), este hallazgo sumado al anterior de no encontrar 

diferencias en la actividad de SnRK1 durante la deficiencia de Pi en la transgénica AKIN11-GFP hace 

más certera la suposición de que la cantidad de AKIN11 disminuye durante la deficiencia de Pi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Disminución de AKIN11 durante la deficiencia de fosfato. Cortes de roseta de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana 
que sobreexpresan AKIN10-GFP (A, B, C) o AKIN11-GFP (D, E, F), crecidas en suficiencia (+Pi) o deficiencia de Pi (-Pi) se observaron por 
microscopía confocal. A y D muestran la localización cloroplástica de AKIN10 y AKIN 11 vista a través de la fluorescencia de la GFP. B 
y C son los mismos campos de observación de muestras de plantas AKIN10-GFP vistos en B como la fluorescencia de la GFP y en C 
como la autofluorescencia de la clorofila en rojo. E y F son los mismos campos de observación de muestras de plantas transgénicas 
AKIN11-GFP vistos en E como la fluorescencia de la GFP y en C como la autofluorescencia de la clorofila en rojo. 
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Se hizo un inmunoblot utilizando extractos proteicos de plantas que sobreexpresaban AKIN10-GFP 

y AKIN11-GFP utilizando un anticuerpo anti-GFP (figura 22). Los resultados indicaron que, mientras 

AKIN10 se encontraba presente en la misma proporción en ambas condiciones nutrimentales, la 

proteína AKIN11 se reducía notablemente durante la deficiencia de Pi (Fig. 22 A y B) además, la 

imagen muestra otras bandas en el carril correspondiente a las proteínas extraídas de las plantas 

AKIN11-GFP durante la deficiencia de Pi lo que pudiera representar productos de degradación de 

AKIN11-GFP. Por otro lado, se esperaba que el incremento de actividad SnRK1 que se presentaba 

durante la deficiencia de fosfato en las transgénicas AKIN10-GFP se explicara por una diferencia en 

la activación por fosforilación de la subunidad catalítica, sin embargo, esto no resultó así ya que 

durante ambas condiciones nutrimentales estaba fosforilada en igual proporción (Fig. 22 C). 

 

 

 

 

 

Figura 22. Caracterización de AKIN10-GFP y AKIN11-GFP durante la deficiencia de 
Fosfato.  Inmunoblots de extractos proteicos totales de plantas (A) AKIN10-GFP anti-
GFP durante la suficiencia nutrimental (+Pi) o deficiencia de fosfato (-Pi), (B) AKIN11-
GFP anti-GFP durante la suficiencia nutrimental (+Pi) o deficiencia de fosfato (-Pi) y 
(C) AKIN10-GFP anti- fosfotreonina durante la suficiencia nutrimental (+Pi) o 
deficiencia de fosfato (-Pi).  Las flechas señalan la banda esperada. 

 

5.5 Acumulación de almidón en la mutante 
Una característica de las plantas sometidas a la deficiencia de fosfato es la acumulación de almidón 

(Lu et al., 2017)  ) y debido a que es una molécula que puede almacenar energía se pensó que dicha 

acumulación podría ser regulada de alguna manera por las SnRK1, es por eso que se analizó la 

acumulación de almidón en la mutante akin10. Se encontró que la mutante akin10 acumula más 

almidón respecto al tipo silvestre, esta diferencia no se observa en condiciones de suficiencia 

nutrimental (figura 23), pero se acentúa en la deficiencia de fosfato, llegando a acumular cerca del 

doble de almidón de lo que acumula en condiciones de suficiencia. Esta acumulación parece deberse 

a la disminución en la degradación de almidón durante la deficiencia de fosfato, según se puede 

observar en la figura 24, en dónde, al medir la marca removida después de un periodo de oscuridad, 

es evidente que la mutante remueve menos marca respecto al tipo silvestre. 
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5.6 Afectación en la expresión de otros genes durante la deficiencia de 
fosfato 

Para la analizar la influencia de AKIN10 en la expresión de otros genes, se analizaron microarreglos 

de Arabidopsis hibridizados con RNA proveniente de plantas tipo  silvestre o de mutantes akin10, 

sometidas a deficiencia de fosfato. De acuerdo con la lista de genes que modifican su expresión en 

1.5 veces, y debido a la posible relación de SnRK1 con el metabolismo de carbohidratos y la 

señalización durante el estrés se eligieron los genes de la tabla 5 para su comprobación mediante 

RT-PCR: 

Figura 23. Acumulación de 
almidón el tipo silvestre y la 
mutante akin10.  Se evalúo el 
contenido de almidón en plantas 
de Arabidopsis thaliana tipo 
silvestre o mutantes akin10 
sometidas a 3 semanas de 
deficiencia de fosfato. Las barras 
representan las medias ± 
desviación estándar (n=5) las 
diferencias entre el tipo silvestre y 
la mutante durante la deficiencia 
de fosfato se analizaron con una 

prueba ANOVA con un  de 0.05 
(p=0.02). 

Figura 24. Movilización de 
almidón durante la deficiencia 
de Pi en las plantas tipo silvestre 
y mutante akin10. Se incubaron 
las plantas de Arabidopsis con [C14]-
CO2 y se midió la cantidad de marca 
incorporada los gránulos al final del 
día y de la noche. Las barras 
representan las medias ± desviación 
estándar (n=5). Las diferencias entre 
el tipo silvestre y la mutante durante 
la deficiencia de fosfato se 
analizaron con una prueba ANOVA 

con un  de 0.05 (p=0.003). 
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Tabla 5. Genes elegidos para corroborar una expresión diferencial durante la deficiencia de fosfato en plantas 
mutantes akin10. Los genes a la izquierda están involucrados en el metabolismo del carbono mientras que los de la 
derecha en la señalización durante el estrés en general 

Genes que se expresan hacia arriba en la mutante durante la 

deficiencia de fosfato 

Genes que se expresan hacia abajo en la mutante durante la 

deficiencia de fosfato 

Siglas Nombre Siglas Nombre 

SPS4 Sacarosa fosfato sintasa 4 SKP5 Factor 5 interactuante con SKP1  

SPS2 Sacarosa fosfato sintasa 2 CP Proteinasa de Cisteína 

THF1 Formación de tilacoides 1 NPH Respuesta fototrófica 

GAL1 Galactocinasa 1 TMT2 Transportador de Hexosa 2 

HEX1 Hexocinasa 1 FBP Proteína de la Caja F 

  RAB Proteína de unión relacionada con RAB 

 

Los resultados comprueban que la  expresión en el mutante está abatida (figura 25 A) o  aumentada 

(figura 25 B) respecto al tipo silvestre en condiciones de deficiencia de Pi, esto nos habla de que 

AKIN10 estaría participando en la regulación de su expresión, ya sea induciéndola o reprimiéndola.  
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Actina 
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Figura 25. Expresión diferencial de genes en la mutante akin10 durante la deficiencia de fosfato. 
Se obtuvo RNA de plantas akin10 y tipo silvestre, y se analizó por RT-PCR la expresión de los genes 
indicados en (A) los que disminuyen su expresión en el mutante y en (B) los que la aumentan. Los 
oligonucleótidos fueron diseñados para amplificar la región codificante de los genes indicados y 
están contenidos en la tabla 3, n=5. 
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Figura 26. Genes que modifican su expresión en la mutante akin10. Se presenta un diagrama KEGG del metabolismo de 

azúcares y almidón obtenido con el programa de análisis de microarreglos DAVID (Huang et al., 2009a,b), en el que se 

representa a las enzimas de la vía en recuadros, aquellos en verde son aquellas enzimas cuyos genes codificantes 

modificaron su expresión en la mutante akin10 durante la deficiencia de fosfato respecto al tipo silvestre, las estrellas 

rojas sobre algunos de estos recuadros indican los genes que la modificaron hacia abajo en 1.5 veces y corresponden a 

2.7.1.1 Hexocinasa (ATHXK4),2.7.1.4 Proteína de la familia de las cinasas de carbohidratos pfkB-like, 2.7.7.27 ADP glucosa 

pirofosforilasa (AGPasa), 3.2.1.28 Trehalasa 1 (TRE1). 

 

Los microarreglos se analizaron con el programa de análisis DAVID (Huang et al., 2009a,b), lo que 

permitió observar  aquellos genes que abatieron su expresión en la mutante akin10, en 1.5 veces, y 

que estarían siendo regulados positivamente por AKIN10. Se encontró que la mutación tiene 

impacto en  varias vías metabólicas en particular se muestra el  metabolismo de azúcares y almidón 

(figura 26).  Entre los genes con la expresión abatida en la mutante akin10, en el metabolismo de 

azúcares y almidón, sobresale el gen que codifica para hexocinasa ya que esta enzima tiene un papel 

dual en la detección de los niveles de glucosa y en la fosforilación de esta (Aguilera-Alvarado y 

Sánchez-Nieto, 2017). En esta mutante también disminuye la acumulación de los transcritos para 

trehalasa y para la ADP glucosa pirofosforilasa (AGPasa) sugiriendo que AKIN10 podría estar 

implicada en la regulación de la síntesis del almidón y en la degradación de trehalosa.  
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6 Discusión 

6.1 Efecto de la deficiencia de fosfato sobre la actividad de SnRK1  

La deficiencia de fosfato representa una condición de estrés nutrimental que afecta la capacidad de 

las plantas de crecer y desarrollarse en forma correcta (Coello et al.,  2011) y que impacta 

negativamente en la productividad vegetal (Chan et al.,  2017), es además una condición a la que se 

ven sometidas la mayoria de las plantas debido a la poca disponibilidad de este macronutrimento 

en los suelos mundiales (Kobae, 2019). Para lidiar con la deficiencia de Pi las plantas desarollaron 

mecanismos de respuesta  que les permiten absorberlo, utilizarlo o distribuirlo eficientemente, pero 

para poder responder a tiempo necesitan primero detectar la señal de deficiencia de fosfato y 

despues señalizarla rápidamente. En este sentido es que surge este trabajo en un intento de 

identificar si las SnRK1 participan en la regulación de algunas de las respuestas que se desencadenan 

tras la detección de la deficiencia de Pi, particularmente incidiendo en el metabolismo del almidón 

y en la regulación de la expresión genética durante este estrés. 

Las proteínas cinasas de la familia SnRK1 se han descrito como sensores energéticos celulares 

realizando actividades similares a la AMPK y a la SNF1, sus homólogos en mamíferos y levaduras 

respectivamente (Crozet et al., 2014). En este trabajo se sometió a plantas de Arabidopsis a 

deficiencia de Pi con la consecuente baja de su capacidad energética y se investigó si existían 

cambios en la expresión de las subunidades catalíticas de SnRK1 AKIN10 y AKIN11. Los resultados 

mostraron que la abundancia de los transcritos que codifican para dichas subunidades catalíticas no 

se modifica debido a la deficiencia energética derivada de la deficiencia de Pi (figura 9), algo 

esperado considerando que en el 2007 Baena-González  y sus colaboradores propusieron que la 

expresión de las subunidades catalíticas AKIN10 y AKIN11 de SnRK1 en hojas es constitutiva; por lo 

que  si era cierto que las SnRK1 incidían sobre las respuestas a la deficiencia de fosfato tendrían que 

ser ambas subunidades o existe la posibilidad de regulación a nivel postranscripcional ya que en  

estudios de fusión transcripcional entre el promotor de AKIN10 y la región codificante para la β-

glucuronidasa se ha observado que AKIN10 se expresa a lo largo de todo el desarrollo, 

principalmente en tejido vascular y meristemático, y que en el caso de AKIN11 con experimentos 

similares, se restringe a embriones, silicuas, semillas y flor (Broeckx et al., 2016). No existe un 
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estudio en donde se determine la abundancia de cada una de las subunidades, pero mediante 

experimentos bioquímicos de inmunoprecipitación se descubrió que la actividad asociada a la 

subunidad AKIN10 representa alrededor del 80% de la actividad soluble total (Jossier et al., 2009), 

por lo que sí es posible una regulación diferencial sobre las subunidades catalíticas. En este sentido 

es que se consiguió y caracterizó la mutante por inserción de T-DNA akin10 (figuras 10, 11 y 14), 

para obtener más información sobre el papel de esta subunidad durante la deficiencia de Pi. La 

actividad de SnRK1 de akin10 en condiciones de suficiencia nutrimental es la misma que el tipo 

silvestre mientras que durante la deficiencia de Pi la actividad disminuye ligeramente respecto al 

control a los 5 días y esta disminución se hace significativa a los 10 días del tratamiento (figura 15), 

lo que sugiere que AKIN10 es la subunidad activa durante la deficiencia de Pi. 

La siguiente aproximación para poder determinar cuál de las dos subunidades estaría formando 

parte del complejo activo durante la deficiencia de Pi, consistió en generar plantas transgénicas que 

sobreexpresaran AKIN10 o AKIN11 fusionadas a la proteína verde fluorescente (figura 16). Durante 

la deficiencia de Pi las plantas que sobreexpresaban AKIN11-GFP mantenían los niveles de actividad 

de SnRK1 que tiene el tipo silvestre tanto en suficiencia como deficiencia de Pi (figura 20),  estos 

resultados sumados a que se había observado en la inmunolocalización (figura 19) una disminución 

en la señal que podría deberse a un abatimiento en la cantidad de la proteína durante al deficiencia 

de fosfato, sugerían que la proteína que estaba disminuyendo durante esta condición era AKIN11, 

y que  la razón de su disminución no estaba afectando a AKIN10 durante la deficiencia de Pi ya que 

la transgénica AKIN10-GFP incrementó la actividad de SnRK1 en prácticamente el 100% respecto al 

control. Además, al observar al microscopio confocal las plantas transgénicas AKIN10-GFP y AKIN11-

GFP se observó que la florescencia de GFP en las plantas AKIN11-GFP durante la deficiencia de Pi 

prácticamente desaparecía (figura 21) lo que confirma que AKIN11 se encuentra abatida durante la 

deficiencia a deficiencia de fosfato, posiblemente debido a la degradación de la proteína, esta 

degradación podría darse vía proteosoma como sucede con la Snf1 (subunidad catalítica de las SNF1 

de levaduras) después de ser SUMOilada (Simpson-Lavy y Johnston, 2013). Sobre la degradación de 

las SnRK1, Elrouby y Coupland, descubrieron en 2001, mediante un ensayo de doble hibrido, que 

AKIN10 interactúa con la enzima conjugante de SUMO E2 y con la proteasa ESD4, y mediante 

ensayos de alto rendimiento en E. coli, observaron que AKIN10 es SUMOilada con las isoformas 
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SUMO1 y SUMO3.  Crozet y colaboradores en 2016 demostraron que el complejo SnRK1, formado 

con AKIN10, es SUMOilado por la ligasa SUMO SIZ1 E3, lo que resulta en su ubiquitinación y 

degradación vía proteasoma. Además, Lu et al., 2016 encontró que AKIN11 se acumula en el 

proteoma de la mutante nula ask1; ASK1 funciona como una subunidad de SKP1-CUL1-F-box (SCF) 

E3 ligasa de ubiquitina, por lo que los autores postulan que AKIN11 sería degradada vía proteasoma 

después de ser ubiquitinada. Resulta interesante que tanto AKIN10 como AKIN11 interactúan con 

la subunidad SKP1/ASK1 y que SnRK1 participa en el ensamblaje del complejo proteósomico con 

esta ligasa (Farras et al.,  2001), en este mismo estudio se reportó que SnRK1 interactúa con la 

subunidad 4/PAD 1 del proteosoma 20S lo que favorece la formación de un complejo trimérico 

SKP1/ ASK1 in vitro, este hallazgo sugiere que SnRK1 participaría también en la fosforilación 

necesaria para la degradación de proteínas, muy probablemente incluyéndose a sí misma. Se ha 

demostrado que algunas enzimas que regulan la conjugación o desconjugación de ubiquitina (Ub) 

están involucradas en el control de las respuestas adaptativas a la deficiencia de Pi en plantas, 

dentro de las que se encuentran las E3 Ub ligasas y las Ub desconjugasas (Rojas-Triana et al., 2013). 

Independientemente de que las subunidades catalíticas de las SnRK1 estén asociadas a complejos 

proteosómicos, es probable que la regulación negativa de la subunidad AKIN11 esté asociada con el 

mecanismo de señalización durante la deficiencia de Pi. Se deben realizar experimentos adicionales 

para determinar cuál es la importancia de la degradación de esta subunidad durante la señalización 

por falta de Pi y si esto ocurre también en respuesta a deficiencia de otros nutrientes. 

Ya que los resultados obtenidos sugieren que el complejo activo durante la deficiencia de Pi contiene 

AKIN10 como subunidad  y por lo tanto la responsable de la actividad SnRK1 durante esa condición, 

se esperaba que hubiera alguna diferencia en el estado de activación  por fosforilación de la Thr175 

puesto que se ha demostrado que para estar activa la subunidad catalítica debe estar fosforilada en 

ese el  T-loop de activación (Sugden et al., 1999; Rodrigues et al., 2013) pero no se observaron 

diferencias en la fosforilación de AKIN10 cuando las plantas estaban creciendo en condiciones de 

deficiencia y suficiencia energética (figura 14), por lo que el incremento en actividad no puede ser 

explicado por este fenómeno, aunque el inmunoblot no es tan fino como para descartar pequeños 

cambios en el estado de fosforilación como encontraron Rodrigues  y colaboradores (2013) cuando 

demostraron que la PP2C defosforila e inactiva in vitro e in vivo a AKIN10, pero no pudieron observar 



Discusión 

 

 

63 

 

cambios en el estado de fosforilación de la enzima entre las condiciones que inducen o inactivan a 

SnRK10 mediante un inmunoblot con el anti-. Por otro lado, datos recientes en el laboratorio 

indican que otros sitios de fosforilación podrían estar influyendo en la actividad de SnRK1 y la 

identificación de esos sitios se encuentra en curso. Otra explicación para el aumento de actividad 

de AKIN10 es que esté asociándose con distintas subunidades reguladoras durante la deficiencia de 

Pi y que estos complejos tengan diferencias en actividad. Esta situación se ha caracterizado en 

células de mamíferos, en donde la subunidad 1, asociada con 1 o 2 forma complejos con mayor 

actividad que con cualquiera de las otras dos subunidades gamma (Cheung et al, 2000), lo que indica 

que la composición del complejo regula su actividad.  

La baja actividad de cinasa SnRK1 observada extractos obtenidos de plantas de tipo silvestre 

creciendo en deficiencia de Pi se debe a la presencia de algún inhibidor del complejo, ya que en 

experimentos posteriores utilizando proteínas fraccionadas por filtración en gel,  la actividad de 

SnRK1 obtenida de plantas en este estrés era mayor que cuando están en suficiencia nutrimental, 

lo que resulta más acorde con su papel de sensor energético (Guerrero-Garzón, 2013), esto 

explicaría también el aumento de actividad que se observa en las plantas transgénicas AKIN10-GFP 

durante la deficiencia de Pi, ya que al haber mayor cantidad de proteína el efecto del inhibidor que 

está presente en los extractos se ve disminuido y se puede observar el incremento de actividad.  

Estos resultados sugieren que las plantas de Arabidopsis que crecen en suficiencia de Pi forman 

complejos con ambas subunidades y cuando las plantas son transferidas a deficiencia de Pi, AKIN11 

es degradada por lo que él, o los, complejos dominantes estarían formados con AKIN10 y serían 

importantes para regular algunos cambios metabólicos. 

 

6.2 Localización de AKIN10 y AKIN11 

Las construcciones diseñadas para producir las plantas transgénicas que sobreexpresan AKIN10 o 

AKIN11, tenían el DNA codificante de alguna de las dos en fusión con la proteína verde fluorescente 

por lo que se pudo observar mediante microscopia confocal (figura 17) que la localización de ambas 

subunidades es principalmente cloroplástica, aunque se puede observar también en menor medida 
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en el citoplasma. Recientemente, otro grupo de investigación encontró que la subunidad catalítica 

AKIN11 se encuentra en el cloroplasto, confirmando nuestros resultados (Wang et al., 2019). 

Adicionalmente, Ávila-Castañeda encontró de que tanto AKIN10 como AKIN se localizan en el 

cloroplasto (Ávila-Castañeda et al.,2014), por lo que AKIN  podría formar parte del dímero o 

trímero activo de SNRK1. Ambas subunidades catalíticas han sido asociadas también al núcleo en 

donde tendrían un papel directo en la regulación de factores transcripcionales para la expresión de 

genes (Broeckx et al., 2016). Además, la ubicación de estas subunidades dentro del citoplasma está 

asociada al retículo endoplásmico. Al perturbarse las condiciones del cloroplasto, la localización 

dentro del citoplasma cambia, lo que soporta su papel de sensor energético (Blanco et al., 2019). 

6.3 AKIN10 participa en la degradación de Almidón 

Se sabe que durante la deficiencia de Pi las plantas acumulan almidón (Lu et al., 2017) y esto ha sido 

relacionado con una disminución en su degradación (Bernal et al., 2005), este efecto se observó lo 

en las plantas analizadas de Arabidopsis tipo silvestre durante la deficiencia de fosfato, y se ve 

aumentado en la mutante puesto que acumula más almidón respecto al tipo silvestre (figura 23). 

También se encontró que las plantas mutantes akin10 movilizan menos almidón durante la noche 

en condiciones de deficiencia de Pi respecto al control (figura 24) lo que se traduciría como que en 

la mutante la degradación es significativamente menor. Estos hallazgos sumados a que Baena-

González et al., en el 2007, demostraron que plantas de Arabidopsis con un silenciamiento 

transitorio de akin11 y akin10, no movilizan el almidón durante la noche, sugieren que AKIN10 

estaría involucrada en la degradación de almidón.  

Aunque la regulación de las enzimas que participan en la degradación del almidón no está 

completamente entendida, y la importancia de la fosforilación en su actividad no ha sido 

investigada, existe evidencia de que las enzimas esenciales para la degradación de este metabolito 

como la GWD, la PWD, la  DPE1 y la DPE2 se encuentran fosforiladas in vivo (PhosPhAt), esta última 

resulta interesante puesto que está involucrada en el metabolismo de la maltosa relacionada con el 

almidón durante la degradación del mismo (Chia et al., 2004; Fettke et al., 2006) y dado que la 

maltosa estimula la actividad de SnRK1 podría existir un mecanismo de regulación en donde la 

cinasa fosforile y estimule la actividad de esta enzima puesto que Ruiz-Gayosso et al., (2018) 
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encontraron evidencia de que la DPE2 es fosforilada y activada por SnRK1, lo que podría promover 

el flujo de carbono durante la noche.  

La otra posibilidad que existe  derivada de considerar que la localización es cloroplástica es que 

SnRK1 esté interactuando directamente con el almidón, puesto que la subunidad AKIN que es 

aceptada como la subunidad gamma en el complejo SnRK1 (Ramon et al., 2013, Emanuelle et al.,  

2015), tiene un motivo de unión a carbohidratos (CBM, Carbohydrate Binding Domain), conservado 

en AMPK capaz de unir glucógeno, percibiendo así el estado energético de la célula McBride et 

al.,  2009).  Dado que la localización de AKIN es cloroplástica y que la unión de almidón inhibe la 

actividad de SnRK1 (Ávila et al., 2014) es posible sugerir que las SnRK1 regulan el metabolismo del 

almidón al unirse directamente con él, aunque el mecanismo tendrá que ser dilucidado en 

posteriores investigaciones.  

 

6.4 Las SnRK1 participan en la regulación de la expresión genética durante 
la deficiencia de fosfato 

 A las SnRK1 se les ha asignado un papel central en la regulación del transcriptoma en diferentes 

situaciones de estrés (Baena-González et al., 2007; Baena–González y Sheen, 2008) y condiciones 

metabólicas, específicamente siendo un intermediario de la señalización energética intracelular 

(Wurzinger et al., 2018). La caracterización de la mutante akin10 proporcionó evidencia del papel 

que tiene SnRK1 como regulador del transcriptoma bajo estrés por deficiencia de Pi. Por medio de 

RT-PCR se observó la inducción en la mutante de genes involucrados en la síntesis de sacarosa (SPS4 

y SPS29), metabolismo de azúcares (GAL1 y HEX1) y formación de tilacoides (THF1). Al estar 

inducidos en la mutante, se puede afirmar que estarían siendo regulados negativamente en el tipo 

silvestre durante la deficiencia de Pi. De manera contrastante, la HX4 es regulada positivamente por 

AKIN10, este resultado sugiere que la regulación sobre genes involucrados en el metabolismo del 

carbono es bastante específica; finalmente otros genes involucrados en la respuesta general al 

estrés fueron regulados positivamente.  
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La participación de las SnRKs en la acumulación del almidón se ha descrito para arroz (Kanegae et 

al., 2005), Arabidopsis (Fragoso et al., 2009), papa (McKibbin et al., 2006) y jitomate (Wang et al., 

2012), esta acumulación podría deberse a una menor degradación o a una mayor síntesis. Ya se 

discutió el posible papel de AKIN10 durante la degradación, pero al parecer también tendría 

implicaciones en la síntesis pues de acuerdo con los resultados del microarreglo, la AGPasa estaría 

siendo regulada por AKIN10 durante la deficiencia de fosfato, este hallazgo fue confirmado 

recientemente en un estudio sobre camote (Ipomoea batatas) en donde los investigadores 

encontraron que tanto el gen que codifica para la AGPasa como la actividad de la enzima, se 

encuentran incrementados en las raíces de almacenamiento del camote de plantas transgénicas que 

sobreexpresan SnRK1 respecto a las tipo silvestre (Ren et al.,  2019).  Los resultados y datos de la 

literatura sugieren entonces que las SnRK1 estarían participando tanto en la síntesis como en la 

degradación del almidón, situación interesante porque el que esté actuando sobre una u otra vía 

dependería de tejidos, desarrollo y condiciones de crecimiento (Ruiz-Gayosso et al., 2018).  
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7 Conclusiones 
La localización subcelular de las subunidades catalíticas AKIN10 y AKIN11 en las condiciones 

evaluadas es primordialmente cloroplástica, aunque se observa también en citoplasma. 

AKIN11 se degrada en forma específica durante la deficiencia de fosfato 

Las subunidades catalíticas AKIN10 y AKIN11 de las SnRK1 participan en la degradación de almidón 

y la regulación de la expresión genética durante la deficiencia de Pi. 

 

8 Perspectivas 
 

Determinar si la degradación de AKIN11 durante la deficiencia de fosfato es específica ante este 

estrés y explorar el mecanismo por el cual se degrada.  

Dada la evidencia obtenida en nuestro laboratorio en los últimos años, sería importante confirmar 

que AKIN10 se fosforila en otro residuo, además de la T175, y que esta fosforilación es necesaria para 

su función durante la deficiencia de fosfato.  

Es evidente que las SnRK1 son cruciales en las respuestas a la deficiencia de fosfato, en particular 

en la movilización y degradación del almidón, sin embargo, en este trabajo no se llegó a dilucidar el 

mecanismo.   
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