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Resumen

Los azucares funcionan como importantes sefiales regulatorias a través de mdultiples
vias de sefalizacién durante el desarrollo de las plantas. Dichas vias de sefializacion
culminan, en su mayoria, en la modulacién de la expresion de una gran diversidad de
genes. En las plantas, el mecanismo molecular que regula la expresion génica mas
estudiado en respuesta a azlcares es la transcripcion. Sin embargo, los factores de
transcripcién implicados en las respuestas a azUcares y su(s) rol(es) en la cascada de
transduccién estdn poco caracterizados hasta la fecha. En este trabajo se analiz6 la
funcion del factor de transcripcién de la familia APETALA2 ABI4 durante las respuestas
a glucosa en Arabidopsis thaliana. A pesar de las variadas estrategias bioquimicas y
moleculares empleadas durante la realizacion de este proyecto no fue posible detectar a
la proteina ABI4 in planta. De hecho el analisis de proteinas por western blot de plantas
gue sobre expresan el gen ABI4 sugirié que la acumulacién de la proteina ABI4 podria
estar sujeta a una regulacién estricta. Por otro lado, el uso de estrategias genéticas y
moleculares nos permitieron identificar y caracterizar tres blancos del factor ABI4: los
genes ABI4, ABI5 y SBE2.2. Nuestros resultados indicaron que la proteina ABI4
participa en la regulacion por glucosa de dichos genes in vivo a través de su union
directa a las regiones regulatorias 5° de dichos genes blanco. Estudios publicados
durante el desarrollo experimental de este trabajo demostraron que ABI4 actia como un
represor de genes fotosintéticos en respuesta a glucosa (Acevedo et al. 2005;
Koussetvisky et al. 2007). Por lo tanto, se propone que ABI4 es un regulador
transcripcional dual durante las respuestas a azucares. Al final de este escrito se
discuten dos modelos hipotéticos para explicar la accién dual de ABI4 y se presentan
andlisis exploratorios in silico con el objetivo de contrastar dichos modelos. Seran
indispensables estudios experimentales futuros para determinar mas genes blanco de
ABIl4 y el mecanismo por el cual el factor ABI4 realiza su funcién dual durante las

respuestas a azlcares en plantas.



Abstract

Sugars act as important regulatory signals through multiple signaling pathways during
plant development. These signaling pathways culminate in the most part, in modulating
the expression of a wide variety of genes. In plants, the most studied molecular
mechanism that regulates gene expression in response to sugars is the transcription.
However, transcription factors involved in the responses to sugars and their role(s) in the
transduction cascade are poorly characterized to date. In this work, we analyzed the role
of the APETALA2 transcription factor ABI4 in response to glucose in Arabidopsis
thaliana. Despite the variety of biochemical and molecular strategies employed during
the realization of this project it was not possible to detect the protein ABI4 in planta. In
fact protein analysis through western blot of plants over-expressing the ABI4 gene
suggested that the accumulation of ABI4 protein could be subject to strict regulation.
Alternatively, the use of genetic and molecular strategies allowed us to identify and
characterize three ABI4 target genes: the ABI4, ABI5 and SBE2.2 genes. Our results
showed that the ABI4 protein is involved in the glucose regulation of these genes in vivo
through direct binding to their 5 regulatory regions. Studies published during the
development of this experimental work demonstrated that ABI4 acts as a repressor of
photosynthetic genes in response to glucose (Acevedo et al. 2005; Koussetvisky et al.
2007). Therefore, we propose that ABI4 is a dual regulator in response to sugars. Two
models to explain the dual action of ABI4 are discussed and in silico analysis are
presented to contrast these two working models. Future experimental studies will be
necessary to determine more ABI4 target genes and the mechanism by which the ABI4

protein performs its dual function during the sugar responses in plants.



1. Generalidades de la sefializacion por azucares

1.1. Los azucares funcionan como sefiales tipo hormonas

La vida en nuestro planeta depende de 4 grupos de biomoléculas: proteinas,
lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos. Inicialmente a cada uno de estos grupos se le
atribuyeron una serie de funciones celulares especificas. Sin embargo, estudios
modernos demostraron que las funciones tradicionales asignadas a cada una de estas
biomoléculas se sobrelapan en gran medida. Los carbohidratos constituyen un ejemplo
claro de esta versatilidad funcional, ya que a sus funciones tradicionales como
componentes estructurales y proveedores de energia para el metabolismo se le suma la
capacidad de actuar como sefiales tipo hormonas, regulando una gran variedad de
respuestas fisioldgicas tanto en procariotes como en eucariotes.

La glucosa es la principal fuente de energia para las reacciones metabdlicas y
como consecuencia el flujo de carbono en las células es inmenso. Esto hizo dificil
demostrar al principio si los azucares eran también sefales regulatorias, o si la
regulacién observada era simplemente una consecuencia indirecta de los mecanismos
de retroalimentacién metabodlica de los seres vivos. Estudios en levaduras (Carlson
1999; Gancedo 2008), plantas (Sheen 1990) y animales (Foufelle et al. 1998; Towle
2005) demostraron de manera contundente que la sefializacién por azlucares es un
fendbmeno universal con algunos elementos conservados, aunque a través de
mecanismos claramente diferentes en los tres reinos (Rolland et al. 2001; Rolland et al.
2006).

En las plantas, los niveles o concentraciones de azucares son capaces de
afectar las distintas etapas del desarrollo desde la embriogénesis y germinacién,
pasando por el crecimiento, morfologia, metabolismo y fotosintesis, hasta las
respuestas a estrés, floracion y senescencia (Wobus y Weber 1999; Gibson 2005;
Gupta y Kaur 2005; Rolland et al. 2006). Estas respuestas fisioldgicas son moduladas
por los azucares a través de diferentes mecanismos moleculares, entre ellos destaca la
regulaciéon mediante la activacién y represion de genes a nivel transcripcional (Sheen
1990; Koch 1996; Gonzali et al. 2006). Sin embargo, es importante mencionar que la
regulacion mediada por azucares también involucra mecanismos post-transcripcionales,
como el control de la estabilidad del mensajero (Chan y Yu 1998a) y el control de la

traduccion (Wiese et al. 2004). También se han reportado mecanismos post-



traduccionales mediados por azlcares que incluyen la modulacion de la estabilidad y la
actividad de las proteinas en respuesta a azlcares (Yanagisawa et al. 2003).

A pesar del gran impacto que la regulacién por azlcares tiene sobre todo el ciclo
de vida de las plantas, los mecanismos y elementos de la sefializacion por azucares
aun son poco conocidos. La sefializacion por azucares en plantas ha probado ser
extremadamente compleja. Existen una gran variedad de moléculas carbonadas
capaces de dispararla; incluyendo a distintos tipos de hexosas (siendo la glucosa la mas
estudiada), y a disacaridos como la sacarosa (Sheen 1990; Koch 2004). Estas sefiales
pueden provenir de la biosintesis, el transporte o la degradacion de polisacaridos
complejos. El estudio de la sefalizacion por azucares en las plantas resulta un gran
desafio por la existencia de la sintesis primaria de azlUcares a través de la fotosintesis y
la particion de dichas moléculas en los tejidos fuente (“source”) y demandantes (“sink”).
Ambos procesos condicionan la concentracion local de azlcares en los diferentes
tejidos y estadios de desarrollo, y dificultan la diseccién de los elementos clave de la
sefalizacion por azucares (Figura 1). Asimismo, el flujo de carbono en las plantas es
muy dinamico. Por ejemplo, se sabe que la concentracion de sacarosa en plantas
cambia 5-10 veces durante el ciclo diurno (Farrar et al. 2000) mientras que se ha
reportado que los gradientes de concentracién de sacarosa oscilan entre 20mM a
160mM por ejemplo durante el desarrollo de las semillas en leguminosas y en Brassica
napus (Wobus y Weber 1999; Hill et al. 2003).

_ _ S R
Figura 1 — La sacarosa es producida L"’;-‘-';'/nl
en las hojas maduras (tejido fuente o f%
“source”) a través de la fotosintesis; y ?
es transportada por el floema hacia los |
tejidos demandantes (“sink”) como la \% J
raiz, las hojas jOvenes, los /

T

meristemas, las flores, los frutos y las
semillas inmaduras. Las flechas
indican el movimiento de la sacarosa
en una planta de Arabidopsis desde
los tejidos productores (extremo
redondeado) hasta los tejidos
demandantes que utlizan a los
esqueletos carbonados como fuente
de energia y como precursores de
distintas vias metabdlicas (punta).

Y

—_—
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A la fecha se han propuesto varias vias diferentes de sefalizacién en respuesta
a azlcares (Figura 2). Sin embargo, aln no es posible establecer como funcionan cada
una estas vias, ni tampoco se sabe si estas vias cuentan con componentes especificos
dependiendo del tipo de la sefial de carbono que la inicia o bien si la respuesta y, por lo
tanto la via de sefializacion que la genera, depende de la integracion del balance de
carbono en la plantas. Es evidente que las plantas han desarrollado mecanismos
sofisticados para percibir los niveles de azlcares y responder a ellos; y hasta el
momento esté bastante lejos de entenderse con claridad cémo encajan cada uno de los
componentes asociados a las vias de respuesta a azlcares dentro del rompecabezas

llamado la sefalizacion por carbono en las plantas superiores.

2. Componentes y mecanismos de las vias de sefalizacion por

azlcares.

2.1. Vias de senalizacion

Como se ha mencionado en el parrafo anterior, la sefializacion por azucares en
plantas es un fenbmeno complejo que depende de al menos 7 vias diferentes de
sefalizacion en plantas. Estas son (Figura 2): 1- una via dependiente de hexocinasa
(HXK) (Jang et al. 1997; Moore et al. 2003), 2- una via dependiente del catabolismo de
la glucosa que también involucra a la HXK (Xiao et al. 2000; Lejay et al. 2003), 3- una
via independiente de HXK relacionada a receptores membranales asociados al
transporte de hexosas (Roitsch et al. 1995), 4- una via que involucra a cinasas
relacionadas a SNF1 (sucrose non fermenting 1) o SnRKs (proteinas relacionadas a
SNF1) (Baena-Gonzalez et al. 2007; Lu et al. 2007), 5- una via asociada a proteinas G
heterotriméricas (Chen et al. 2006), 6- una via especifica de disacaridos (Chiou y Bush
1998) y 7- finalmente una via dependiente del metabolismo de trehalosa (Avonce et al.
2004; Grennan 2007; Paul et al. 2008).

El mecanismo de sefalizacion que cuenta con mas evidencias experimentales
en Arabidopsis thaliana es la via dependiente de la enzima hexocinasa (HXK), la cual
parece actuar a varios niveles durante la transduccion de la sefial de glucosa:

1- La HXK1, ademas de su actividad enzimatica, actia como el receptor de la sefal
de glucosa. Moore et al. (2003) demostraron que la HXK1 es un elemento clave para
percibir la sefial de la glucosa y modular la expresion de un gran numero de genes en

respuesta a la sefializacion por azlUcares en Arabidopsis; y también se ha demostrado
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gue su funcién como receptor parece independiente de su actividad catalitica (Figura 2,
(a))-

2- La HXK1 también parece participar directamente en el nlcleo como un efector de
la sefial de glucosa durante la represion por glucosa del gen fotosintético CAB2 (Cho et
al. 2006) y en la degradacion mediada por proteosoma del factor de transcripcién EIN3
en respuesta a glucosa en Arabidopsis thaliana (Yanagisawa et al. 2003) (Figura 2, (a)).

3- La HXK también genera una sefal regulatoria de carbono mediante el
metabolismo posterior de la glucosa. La respuesta a glucosa de los genes de respuesta
a patogenos PR1 y PR5 (Xiao et al. 2000) y del transportador de iones AtNrt2.1 (Lejay
et al. 2003) depende del catabolismo de la glucosa y/o de intermediarios de glucdlisis,
sugiriendo la existencia de una via dependiente de la actividad catalitica de la
hexocinasa (Figura 2, (b)).

El uso de analogos de glucosa no fosforilables como la 3-oximetilglucosa y la 6-
deoxiglucosa mostraron la existencia de vias de sefializacion por hexosas
independientes de HXK (Roitsch et al. 1995). Se ha especulado que en esta(s) via(s)
podria(n) participar transportadores de hexosas con una funcidn receptora. Esta
propuesta se apoya en el hecho de que tanto en levaduras (Ozcan et al. 1998; Johnston
y Kim 2005) como en mamiferos (Diez-Sampedro et al. 2003) existen vias de
sefalizacion por azlcares cuyo receptor inicial son moléculas semejantes a los
transportadores de hexosas localizados en la membrana plasmatica de las células. En
ambos casos estos receptores carecen o han perdido su funciéon transportadora y
actlan unicamente como receptores. Sin embargo, hasta el momento no hay evidencias
de que ningun transportador de hexosas funcione como un receptor de azlcares a nivel
de membrana en plantas.

A la fecha se ha reportado la participacion de un numero importante de
moléculas implicadas en la transducciéon de la sefial por azlcares en plantas. Entre
ellas, destacan las proteinas cinasas ortdlogas a la proteina SNF1 de levadura
denominadas SnRKs (Baena-Gonzalez et al. 2007; Lu et al. 2007) y el complejo de

proteina G heterotrimérico (Chen et al. 2006; Johnston et al. 2007).
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Figura 2 — Vias de sefializacién por azlUcares propuestas en plantas.

(@) Via dependiente de la funcion receptora de la hexocinasal (HXK1). EIN3: factor de
transcripcion implicado en la sefializacién por etileno y glucosa.

(b) Via dependiente de la actividad catalitica de la hexocinasa (HXK). PR: genes de respuesta
a patégenos; AtNrt2.1: transportador iénico.

(c) Via mediada por el complejo heterotrimérico de proteina G. RGS1: proteina regulatoria del
complejo G heterotrimério; GPA: subunidad o del complejo G heterotrimérico; GCRL1: receptor
asociado al complejo G heterotrimérico.

(d) Via que involucra proteinas relacionadas a SNF1 de levaduras (SnRK1s). MYBS1.: factor de
transcripcion de la familia MYB; NR: nitrato reductasa, TPS: trehalosa fosfato sintasa; SPS:
sacarosa fosfato sintasa; a-Amy3: a- amilasa 3.

(e) Via especifica de disacaridos. SUCS3: transportador de sacarosa; ATB2: factor de
transcripcion de la familia bZIP

(f) Via dependiente del metabolismo de trehalosa

La funcién de las SnRKs durante la sefalizacion por azucares en plantas ha
empezado a comprenderse recientemente a través de estudios de esta proteina
realizados en arroz (SnRK1) (Lu et al. 2007) y en Arabidopsis (SnRK1 o AKIN10)
(Baena-Gonzalez et al. 2007, Jossier et al. 2009), en los cuales se demostré la
participacion de estas proteinas en la modulacion de la expresion génica en respuesta a
azucares (Figura 2 (d)).
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Por otro lado, estudios de mutantes de las proteinas que conforman el complejo
de proteina G heterotrimérico en Arabidopsis (gpal, rgsl, thfl; Tabla 1) han sugerido la
participacién de las proteinas G en la via de sefalizacién por azlcares durante la
germinacion y el desarrollo de la plantula (Figura 2 (c)) (Chen et al. 2006; Huang et al.
2006; Wang et al. 2006; Johnston et al. 2007).

Evidencias genéticas y moleculares sugieren que tanto las proteinas SnRKs
(Baena-Gonzalez et al. 2007; Lu et al. 2007) como el complejo G heterotrimérico (Ullah
et al. 2002; Chen et al. 2006; Huang et al. 2006; Johnston et al. 2007) funcionan en una
0 mas vias de sefalizacion por azucares independientes de HXK1 (Figura 2 (c) y (d)).
Sin embargo, aun no esta claro si su funcion es totalmente independiente de la via de

HXK1 en plantas.

Tabla 1 - Elementos de la via de sefializacion por azlcares mediada por proteinas G heterotri -
meéricas en Arabidopsis thaliana.

Elementos de la via de Proteinas de Mutantes Funcién Referencias
sefializacion por proteinas G Arabidopsis
Receptor asociado al complejo | GCR1 (candidato) |gcrl nd * Perfus-Barbeoch
G heterotrimérico (GPCR) et al. 2004
Subunidad o GPA1 gpal GTPasa Ullah et al. 2002
Subunidad B AGB1 agbl, elk4 |nd* Perfus-Barbeoch
et al. 2004
Subunidad y AGG1 nd * Perfus-Barbeoch
AGG2 nd * et al. 2004
Proteinas regulatorias RGS1 rgsl - Receptor de ligando | Grigston et al.
D-glucosa. 2008
- Regulador de la Chen et al. 2006
actividad catalitica de | Johnston et al.
la subunidad o GPAL1. |2007
THF1 thfl - Interactia con GPA1. |Huang et al. 2006

nd *: funcién desconcida aun; su participacion en la sefializacion por aztcares no ha sido determinada.

La sacarosa es el disacarido mas abundante en las plantas, el cual es el aztcar
movilizable desde los tejidos productores a los de demanda. M&s recientemente se ha
observado que la sacarosa también es capaz de actuar como una sefial regulatoria que
modula la expresién génica a nivel transcripcional y traduccional (Wiese et al. 2005).
Esta via de sefalizacion es especifica de disacaridos y fue propuesta por Chiou y Bush
(1998) aunque esta poco caracterizada en plantas. El Unico elemento propuesto de
dicha via de sefalizacion es el transportador de sacarosa AtSUT2/SUC3 (Figura 2 (e)).

Sin embargo, la funcién de este transportador como sefalizador aiun no esti
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demostrada ya que estudios realizados con sus ortélogos en otras plantas arrojan
resultados contradictorios (Barker et al. 2000; Meyer et al. 2000; Barth et al. 2003). En
los dltimos afios, se han acumulado un nimero importante de evidencias de que otro
disacérido, la trehalosa, actia como una sefial de carbono y cuyo metabolismo afecta el
crecimiento, el desarrollo y las respuestas a estrés de las plantas (Figura 2 (f)) (Grennan
2007; Paul et al. 2008).

En la actualidad es cada vez mas claro que las vias de sefalizacion en plantas
no son vias lineales (estimulo — respuesta) e independientes, sino que su
funcionamiento depende de una red que intercomunica a varias vias y donde un
pequefio cambio en una via puede incidir de manera substancial en las respuestas de
otras vias (Fordham-Skelton y Lindsey 2001). Estas interconecciones permiten que las
plantas tengan la suficiente plasticidad fisiolégica para mantener exitosamente su propia
homestasis y aseguran una rapida adaptacion al ambiente exterior. En el caso particular
de la vias de sefializacién por azlcares, se ha demostrado que éstas interaccionan con
las vias de transduccion activadas por sefiales ambientales, como luz, y por sefales
enddgenas asociadas al desarrollo y a otros nutrientes dentro de las que participan
diferentes fitohormonas (Coruzzi y Zhou 2001; Finkelstein y Gibson 2002; Leén y Sheen
2003). Las interacciones entre las vias de sefalizaciébn por azlUcares y hormonas
vegetales se han demostrado particularmente para el acido abscisico (ABA) (Arenas-
Huertero et al. 2000), el etileno (Zhou et al. 1998; Yanagisawa et al. 2003), las auxinas
(Moore et al. 2003; Mishra et al. 2009), las citocininas (Moore et al 2003) y las
giberelinas (Perata et al. 1997).

2.2. Elementos de las vias de sefializacion por azucares

En la siguiente seccion se detallan la mayoria de los elementos asociados a las
distintas vias de sefializacion por azucares en plantas, ordenados segun la funcién
propuesta (receptor, transductor y/o efector) para cada elemento dentro de la cascada

de transduccion de sefiales (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema general de las cascadas de transduccion de sefiales en respuesta a
sefiales extracelulares (panel izquierdo y central). La capacidad de responder al medio
ambiente exterior es crucial para las células. Esta capacidad depende de las proteinas
localizadas en la membrana plasmética. En particular dos tipos de proteinas membranales son
importantes para la sefalizacion. Uno de ellos son los transportadores especificos que
permiten la entrada al citosol de las moléculas impermeables a la membrana plasmatica (gj,
azlcares). En este caso, los mismos transportadores pueden actuar como moléculas con
capacidad receptora o, simplemente, pueden permitir la entrada de las sefiales al interior
celular donde se llevara a cabo la interaccion de tales sefiales con su receptor intracelular
especifico. La otra clase de proteinas relevantes para el inicio de la sefalizacion en respuesta
a sefiales extracelulares son los receptores localizados sobre la membrana plasmatica, los
cuales pueden determinar las respuestas celulares a los estimulos externos a través de la
modulacién de vias de transduccién de sefiales en el citosol.

A la derecha de la figura (en las llaves) se indican los elementos especificos de la transduccion
de sefiales en respuesta a los azlcares, los cuales seran descritos mas detalladamente a
continuacion.

2.2.1. Receptores

En esta seccion se describen brevemente aquellas proteinas que se han
propuesto, y en algunos casos demostrado, que funcionan como receptores de la sefial

de azucar en plantas.
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2.2.1.1. Hexocinasa "

La enzima hexocinasa (HXK) juega un papel central en el metabolismo de
carbohidratos en todos los organismos ya que el producto de su reaccién enzimatica,
glucosa-6-fosfato, es el compuesto carbonado clave que entra en el metabolismo para
la glucdlisis y es un precursor importante para la via de las pentosas y la biosintesis de
acidos grasos, almidon y polisacaridos de pared celular. Ademas de su papel catalitico
en el metabolismo de las plantas, la HXK también actia como un receptor intracelular
capaz de percibir la concentracion de glucosa y en consecuencia modular la expresion
génica y el desarrollo de las plantas (Jang et al. 1997; Moore et al. 2003). El genoma de
Arabidopsis codifica para 6 genes de HXK y cuya similitud a nivel de secuencia varia
entre 45%-85% (Karve et al. 2008). Tres de los 6 genes identificados codifican para
HXKs incapaces de fosforilar glucosa y/o fructosa; cuya funciéon no se ha determinado
en plantas (Karve et al. 2008). El resto de los genes (AtHXK1, AtHXK2 y AtHXKS3)
codifica para enzimas capaces de fosforilar hexosas. La proteina AtHXK2 participa
principalmente en glucdlisis; y solamente el producto del gen AtHXK1 se postula que
tenga una funcién como receptor dentro del mecanismo de sefializacion por azucares
dependiente de HXK (Jang et al. 1997; Moore et al. 2003; Karve et al. 2008). A pesar de
gue HXK1 y HXK2 tienen funciones distintas, esto no se refleja en la presencia de
dominios proteicos diferenciales entre ellas (Karve et al. 2008).

El papel de la HXK como receptor dentro las vias de sefializacién por azlUcares
en plantas se ha explorado a varios niveles. Por un lado, experimentos en plantas
transgénicas con niveles alterados de proteina HXK1 y HXK2 indicaron que la HXK1 es
un elemento importante de la via de sefializacion por glucosa durante el desarrollo
temprano de las plantulas en Arabidopsis (Jang et al. 1997). Posteriormente, la
caracterizacion fenotipica en respuesta a glucosa de las plantulas mutantes para el gen
HXK1, gin2, demostrdé contundentemente que la HXK1 tiene un papel esencial como
receptor de glucosa (Moore et al. 2003). El andlisis global del transcriptoma de gin2
indico que la HXK1 participa en la regulacion de la expresion en respuesta a glucosa de
un gran numero de genes (Moore et al. 2003). Finalmente, estudios de mutagénesis
dirigida sobre la proteina HXK1 de Arabidopsis permitieron obtener versiones
cataliticamente inactivas de esta enzima que aun son capaces de sefializar en

respuesta a glucosa de la misma manera que lo hace la proteina silvestre (Moore et al.

® La funcion efectora de la HXK1 sera discutida mas adelante.
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2003). Este resultado demuestra que la sefializacién mediante HXK1 es independiente
de su funcion catalitica; y que la HXK1 tiene una funcién metabdlica y una funcién
sefalizadora que actian de manera independiente en Arabidopsis (Moore et al. 2003).
A pesar de los numerosos estudios aun no se ha determinado el mecanismo de accién
mediante el cual la HXK percibe y envia la sefial de la glucosa hacia el resto de los
elementos de la cascada de transduccion de sefales.

2.2.1.2. Transportadores de azlucares

Entre las funciones mas importantes de los transportadores de azlcares en
plantas superiores se incluyen la distribucion y el trafico de azlcares, la particion de
carbono entre los tejidos fuente y los tejidos demandantes, y el control de la turgencia
celular (Williams et al. 2000; Lalonde et al. 2004). A pesar de que se ha especulado que
proteinas tipo transportadores podrian tener una funcion receptora en plantas, similar a
lo que se observa para los transportadores de hexosas RGT2 y SNF3 de levaduras
(Ozcan et al. 1998), ésto no se ha demostrado.

En plantas, hay dos tipos principales de transportadores de azucares: los
transportadores de monosacaridos (Buttner y Sauer 2000; Buttner 2007), y los

transportadores de disacaridos (Sauer 2007).
2.2.1.2.1. Transportadores de hexosas/monosacaridos

En Arabidopsis, existen 53 genes que codifican para transportadores de
monosacéridos (MST), los cuales se dividen en 7 subfamilias en base a la similitud de
sus secuencias (Buttner 2007; http://www.biologie.unierlangen.de/mpp/TPer/
index_TP.shtml). Estos transportadores constan de 12 dominios transmembranales
conservados y de otros motivos conservados entre los que se incluyen dos firmas
conocidas necesarias para el transporte del azucar (Buttner 2007). Los transportadores
de monosacaridos caracterizados funcionalmente hasta el momento son simportadores
de protones (H') y azlcar que dependen de energia y tienen una gran amplitud de
sustrato (Buttner y Sauer 2000). En la tabla 2 se describen las caracteristicas mas
relevantes de cada una de las subfamilias de transportadores de monosacéridos de

Arabidopsis.
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Tabla 2 - Transportadores de monosacaridos de Arabidopsis thaliana.

Subfamilia | Numero Caracteristicas relevantes Localizacién Referencias
1- MST/STP 14 -Simportadores de monosacéridos /H* de alta | Membrana Lalonde et al 2004
afinidad, mas especificos para la glucosa (excepto | plasmatica Buttner 2007
AtSTPS) Buttner y Sauer
-Subfamilia mejor caracterizada. 2000
-AtSTP1 fue el_primer transportador identificado en Sherson et al 2000
plantas superiores y actualmente es el mas
caracterizado dentro de la subfamilia 1.
2-VGT 3 -La funcién de AtVGT1 es importante durante la | Vacuola (AtVGT1 | Lalonde et al 2004
floracion y germinacion de las semillas. y 2) Buttner 2007
Aluri 'y  Buttner
Cloroplasto 2007
3- TMT/MSSP 3 -Presentan una extensién citoplasmatica similar a | Vacuola Lalonde et al 2004
la de los transportadores de glucosa RGT2 y SNF3 Buttner 2007
que funcionan como receptores de glucosa en
levadura.
4- AtpGlIcT 4 -Se especula que los tres AtpGIcT localizados en | Cloroplasto Lalonde et al 2004
JAtSGB1 cloroplasto participan en la exportacién de glucosa | (AtpGIcT) Buttner 2007
derivada de la degradacion de almidén hacia el
citoplasma. Sin embargo, alin no se ha
demostrado  experimentalmente  que  estas
proteinas transporten hexosas. Wang et al 2006
-AtSGB1 se aislé como un supresor de la mutacion | Golgi (AtSGB1)
en la subunidad B del complejo G heterotrimérico y
su funcién es importante durante el desarrollo
temprano de la plantula de Arabidopsis.
5-PT 6 -Simportadores de polialcoholes/H". Membrana Lalonde et al 2004
plasmatica Buttner 2007
6- INT 4 -AtINT4 es un simportador especifico de inositol/H" | Membrana Lalonde et al 2004
implicado en el cargado de inositol al floema. plasmatica Buttner 2007
-AtINT1 es un simportador especifico de inositol/H" %:ggmder etal
implicado en el transporte de inositol desde la | Vacuola
vacuola al citoplasma.
7- similares a 19 -Subfamilia menos caracterizada. Lalonde et al 2004
ERD6 -AtERD6 codifica para un posible transportador de | Vacuola Buttner 2007
azlcares de tipo facilitador independiente de | (AtERDG) Kiyosue et al 1998

energia.

MST/STP: proteinas transportadoras de azlcares; VGT: proteinas transportadoras de glucosa valuolar; TMT: proteinas
transportadoras de monosacéridos del tonoplasto; MSSP: posible proteina receptora de monosacéridos; AtpGIcT:
transportadores de glucosa plastidicos; AtSGB1: supresor de la proteina G beta 1; PT: proteinas transportadoras de
polialcohol o poliol; INT: transportadores de inositol; ERD6: respuesta temprana a deshidratacion.

La via de sefializacion por azlcares mediante transportadores de hexosas es

muy importante en levaduras (Ozcan et al. 1998; Johnston y Kim 2005) y humanos

(Diez-Sampedro et al. 2003; Dyer et al. 2003). En plantas, los resultados observados

con analogos de glucosa no fosforilables durante el estudio de la sefializacion por

azucares independiente de hexocinasa sugirieron la existencia de receptores de azucar

extracelulares o0 membranales (Roitsch et al. 1995). Sin embargo, no se ha demostrado

que ninguno de los transportadores de monosacéridos de plantas funcione como
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receptor de azucares a nivel de membrana celular de manera homodloga a lo
demostrado para los transportadores de hexosas de levaduras (Ozcan et al. 1998) y
humanos (Diez- Sanpedro et al. 2003). Quizas en plantas los transportadores no son el
elemento receptor dentro de la via de sefializacion y su funcion radica en el trafico de
las moleculas de azucares hacia el citoplasma u organelos para disparar otras vias de

sefializacién como la via asociada a HXK1, SnRKs y/o proteinas G heterotriméricas.
2.2.1.2.2. Transportadores de disacaridos

Los transportadores de disacaridos (DST) de plantas descritos hasta el momento
son simportadores de H¥/disacéridos (particularmente sacarosa) dependientes de
energia, con 12 dominios transmembranales en su estructura proteica y cuyo amino y
carboxilo terminal se localizan en el citoplasma (Lalonde et al. 1999). En Arabidopsis
existen 9 genes que codifican para DSTs (Sauer 2007), dos de los cuales parecen ser
pseudogenes (Sauer et al. 2004). El resto codifica para transportadores funcionales y
comparten aproximadamente 75% de similitud a nivel de aminoacidos entre ellos (Sauer
2007). Segun un andlisis filogenético, los DSTs de plantas pueden dividirse en 4 grupos
(Sauer 2007). Entre ellos, destaca el grupo 3 que incluye al transportador de sacarosa
de Arabidopsis AtSUC3 y al de tomate LeSUT2 (Sauer 2007).

La proteina LeSUT2 de tomate se ha propuesto como un posible receptor de
sacarosa debido a que su actividad como transportador de sacarosa es indetectable en
levaduras, y a que presenta un dominio carboxilo terminal citoplasmatico grande similar
al dominio carboxilo terminal de los transportadores de hexosas de levadura RGT2 y
SNF3 (Barker et al. 2000). Sin embargo, el gen ortélogo de SUT2 en Arabidopsis
(AtSUC3) es un transportador funcional en células de levadura transgénicas (Meyer et
al. 2000). El gran dominio citoplasmatico que caracteriza a la proteina AtSUC3 no esta
implicado directamente en el transporte de sacarosa, por lo que no se excluye la
posibilidad de que AtSUC3 también pueda actuar como receptor de sacarosa (Meyer et
al. 2000).

2.2.1.3. AtRGS1

El gen AtRGS1 codifica para una proteina membranal de 459 amino acidos,
cuyo dominio amino terminal contiene 7 dominios transmembranales probables (Chen et
al. 2003). Hacia la region carboxilo terminal de AtRGS1 se encuentra un dominio

denominado RGS (regulador de la sefalizacion por proteinas G), el cual comprende
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unos 120 amino &acidos y cuya estructura tridimensional se organiza en 9 o-hélices
(Tesmer et al. 1997). La funcién de los dominios RGS es estabilizar el estado de
transicion durante la hidrélisis del GTP en la subunidad o de la proteina G
heterotrimérica, modulando de esta manera la actividad GTPasa de esta subunidad
(Tesmer et al. 1997).

Recientemente, se ha propuesto que la proteina RGS1 de Arabidopsis thaliana
podria funcionar como un receptor transmembranal de D-glucosa extracelular y modular
la expresién génica en respuesta a glucosa a través de la sefalizacion por proteinas G
heterotriméricas (Grigston et al. 2008). La presencia de la proteina AtRGS1 en las
células y su interaccion fisica con la subunidad o (GPA1) del complejo G heterotrimérico
se ha visto que son necesarias para la expresién correcta de un grupo de genes en
respuesta a glucosa. Interesantemente, la funcibn moduladora de la actividad de la
GTPasa de AtRGS1 no es esencial durante la regulacion de la expresion génica en
Arabidopsis, sino mas bien parece que RGS1 actla como una proteina estructural
favoreciendo la interaccién proteina-proteina entre las subunidades cataliticas y
regulatorias del complejo G heterotrimérico en presencia de azucares. Sin embargo, las
evidencias a favor de esta funciéon receptora de RGS1 son aun indirectas y faltan mas

estudios que establezcan claramente su funcion receptora.
2.2.2. Elementos involucrados en la transduccion de la sefial

Después de que una sefial es percibida por su receptor correspondiente, ésta
debe transmitirse hacia los efectores de la respuesta a través de elementos
intermediarios o transductores por una cascada de trasduccién (Figura 3). A
continuacion se describen los transductores de la sefial de azicar que han sido mejor

caracterizados en plantas superiores.
2.2.2.1. SnRKs

Las proteinas SnRKs de plantas se agrupan dentro de la superfamilia de
proteinas cinasas de serina y treonina CDPK/SnRK (Hrabak et al. 2003). En Arabidopsis
se han identificado 38 genes que codifican para proteinas similares a la SNF1 de
levadura, la cual es una cinasa de serina-treonina implicada en la sefializaciéon por
azucares en levaduras (Celenza y Carlson 1986; Hrabak et al. 2003). Estos 38 genes de
Arabidopsis se distribuyen en tres subgrupos: SnRK1, SnRK2 y SnRK3, en base a su

similitud de secuencia y al nivel de conservacion de algunos dominios proteicos (Hrabak

21



et al. 2003). Dentro del subgrupo SnRK1 se incluyen a las proteinas de Arabidopsis
SnRK1.1 también llamada AKIN10 (At3g01090), SnRK1.2 o AKIN11l (At3g29160) y
SnRK1.3 (At5g39440). Estas proteinas son las mas similares a las cinasas implicadas
en la sefalizacion por azucares en levaduras (Celenza y Carlson, 1986) y mamiferos
(Carling et al. 1994; Carling 2004).

La caracterizacion de las proteinas SnRKs aisladas a partir de diferentes
especies vegetales ha provisto datos interesantes en cuanto a la funcion de estas
proteinas. Las SnRK1s son necesarias en la regulacion del desarrollo del polen y la
maduracion de semillas al afectar el metabolismo de sacarosa y almidon (Zhang et al.
2001). También se ha visto que estas enzimas son clave para la regulacion de la
expresion de genes asociados al metabolismo de carbono (Purcell et al. 1998), y de la
actividad de enzimas claves del metabolismo de carbono y nitrégeno (Sugden et al.
1999; Tiessen et al. 2003). Finalmente se ha demostrado que las SnRK1s interaccionan
con la proteina regulatoria PRL1 (locus regulatorio pleiotrépico 1) (Bhalerao et al. 1999)
y con proteinas asociadas al proteosoma (a4/PAD1 y SKP1/ASK1l) y que dicha
asociacion depende de los niveles de glucosa (Farras et al. 2001). Todos estos
hallazgos sugieren que las SnRKs estan implicadas en las respuestas a carbono en las
plantas superiores.

La funcion especifica de las SnRK1s en las vias de sefializacién por azlcares en
plantas empez6 a vislumbrarse mas claramente a partir del reporte de Lu et al. 2007, en
el cual se demuestra que la SnRK1A de arroz es esencial para modular la represion en
presencia de azUcares de los genes MYBS1, que codifica para un factor de
transcripciéon MYB, y de a—amilasa3 (e¢Amy3) (Figura 4). Por otro lado, el andlisis de las
respuestas a azlcares durante el ayuno de carbono permitieron establecer que las
proteinas SnRK del subgrupol de Arabidopsis, AKIN10 y AKIN11, tienen una
importancia crucial en la via de sefalizacion por azlcares que interacciona con los
fendmenos de oscuridad y la falta de disponibilidad de energia (Baena-Gonzalez et al.
2007) (Figura 4). Se ha corroborado que las proteinas AKIN10 y AKIN11 son
parcialmente redundantes y son responsables de la induccion de genes especificos en
condiciones de oscuridad (genes DIN) y cuyo nivel de expresién disminuye en presencia
de azlcares (Baena-Gonzalez et al. 2007). Ademas estudios comparativos de
transcripcién global en protoplastos que sobreexpresan AKIN10 y que carecen de
AKIN10 indican que esta proteina cinasa es un regulador global de la expresion de

genes en Arabidopsis (Baena-Gonzalez et al. 2007).
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Figura 4 - La funcion de las SnRKs en las vias de sefializacion por azlcares en
plantas.

(a) La proteina SnRK1A de arroz es esencial para modular la represién génica en
respuesta a la presencia de azucares (Lu et al 2007). La presencia de azUcar inactiva
a la proteina SnRK1A y reprime la transcripcion del factor de transcripcion MYBS1. En
ausencia de azucar, se activa la actividad de SnRK1A, y por consiguiente, la
transcripcion de MYBS1. La proteina SnRK1A activada modula también la actividad
del factor MYBSL1 por fosforilacion. Asi, MYBS1 fosforilado se une directamente sobre
el promotor del gen de a—amilasa 3 (a—Amy3) y controla su expresion en respuesta a
la concentracion de azlcares.

(b) En presencia de azUcar, la proteina SnRK1.1 o AKIN10 de Arabidopsis se inactiva
y la expresion de los genes especificos que se inducen en el periodo de oscuridad
(genes DIN) se reprime. En ausencia de azlcar, AKIN10 se activa y modula
positivamente la expresion de los genes DIN. Estudios de transcripcion global indican
gue la proteina cinasa AKIN10 es un regulador global de la expresion de genes en
Arabidopsis, ampliando el impacto de la funcién de las SnRKs en las plantas
superiores (Baena-Gonzalez et al 2007).

A pesar del gran avance realizado en los Ultimos afios con respecto a la
caracterizacion de proteinas SnRKs en plantas, aun faltan muchos mas estudios para
entender la funcién de estas proteinas en la cascada de transduccion de sefiales de
azucares asi como para esclarecer su participacion en las diferentes vias de

sefnalizacion.
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2.2.2.2. Proteinas G heterotriméricas

La participacién de proteinas G heterotriméricas en la transduccion de sefales
€S un mecanismo comun en todos los eucariotes. El complejo de proteinas G
heterotriméricas est4 formado por las subunidades o, B y & unidas a un receptor
acoplado a la proteina G denominado GPCR (Figura 5). En mamiferos existen multiples
isoformas para cada una de las subunidades a, B y 3, lo que hace a este mecanismo de
sefializacion uno de los mas versatiles por su selectividad y capacidad combinatoria. Sin
embargo, en plantas hasta la fecha sélo se han identificado una subunidad o, una
subunidad B y dos subunidades & (Perfus-Barbeoch et al. 2004).

El primer indicio de que las proteinas G heterotriméricas participan en la
sefalizaciobn por azlcares en plantas proviene de estudios en la mutante para la
proteina regulatoria de la sefalizacion por proteinas G denominada RGS1 (rgsl). Dicha
mutante es insensible a altas concentraciones de glucosa durante la germinacion (Chen
y Jones 2004; Chen et al. 2006). El gen RGS1 de Arabidopsis codifica para una
proteina con dominios transmembranales, cuya funcion es regular la actividad de la
subunidad o (GPA1) que es la subunidad catalitica del complejo G responsable de
hidrolizar el GTP a GDP (Chen et al. 2003; Johnston et al. 2007). La interaccion entre la
subunidad RGS y GPA1l acelera la reaccion de hidrdlisis, lo cual constituye un
mecanismo de control novedoso del funcionamiento de las proteinas G en plantas
(Johnston et al. 2007).
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Figura 5 - Transduccidon de sefiales mediada por proteinas G.

(@ En animales, el complejo G heterotrimérico inactivo esta
constituido por tres subunidades diferentes (o, B y v). (b) La unién de
un ligando a una proteina receptora GPCR asociada al complejo G
heterotrimérico, provoca el intercambio de GDP por GTP en la
subunidad o. Esto a su vez activa al complejo G heterotrimérico, el
cual se disocia en la subunidad o, y el complejo dimérico B/y. La
hidrélisis del GTP a GDP restaura la conformaciéon inactiva del
complejo G heterotrimérico.

(c) En Arabidopsis, el gen GPALl codifica para la subunidad o del
complejo G heterotrimérico, y el gen RGS1 codifica para una
subunidad regulatoria del complejo G heterotrimérico (Tabla 1). La
proteina RGS1 se activa por la unién del ligando D-glucosa y regula la
actividad catalitica de GPAL1, acelerando la reaccion de hidrélisis del
GTP a GDP en presencia de azlcar.

2.2.3. Efectores de la sefial de azUicares

Como se ha esquematizado en la Figura 3, las células perciben las sefales a
través de receptores especificos membranales o intracelulares. Esta sefial se transmite
luego a los elementos intermediarios quienes, finalmente, controlan la actividad de las
moléculas efectoras encargadas de la respuesta primaria para dicha sefial. Esta

respuesta en muchos casos implica la modulacién de la regulacién génica a través de

mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales.

En esta seccion se describen brevemente los principales elementos regulatorios
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o efectores caracterizados en plantas superiores hasta la fecha, responsables de

modular la expresion génica en respuesta a la sefial de azlcares.

2.2.3.1. Hexocinasa (HXK) ©

La HXK es un elemento muy versatil dentro de la sefalizacién por azlcares.
Como ya se menciond, la HXK es un receptor intracelular de glucosa en Arabidopsis y
el elemento que define a la via de sefalizacion por azlcares dependiente de HXK
(Figura 2 (a) y (b)). Estudios mas recientes dirigidos a entender el mecanismo de accion
de la HXK demostraron que su localizacion subcelular podria ser relevante para su
funcién (Rolland et al. 2006). Asi se encontr6 que la HXK se asocia a complejos
proteicos de alto peso molecular en mdltiples localizaciones subcelulares, incluyendo
mitocondrias, citoesqueleto de actina y nacleo (Cho et al. 2006; Kim et al. 2006;
Balasubramanian et al. 2007; Cho et al. 2009). En 2006, Cho et al. (2006) reportaron
gue la proteina HXK1 de Arabidopsis interactia con otras dos proteinas en el nacleo
formando un complejo heterotrimérico, el cual es importante para regular directamente
la represion por glucosa del gen CAB2. Esto indica que la HXK no sélo es capaz de
actuar como el elemento receptor de la glucosa, sino que también es parte de la
respuesta efectora participando directamente en el control de la expresion génica a nivel
transcripcional (Figura 6). Asimismo, se especula que este complejo proteico
interacciona con factores transcripcionales especificos ain desconocidos (Figura 6).

La participacion de HXK dentro de un complejo efector es novedosa y sugiere
gue una enzima (tradicionalmente asociada al metabolismo) puede unir a su ligando vy,
en consecuencia, afectar de manera directa las interacciones entre las diferentes
proteinas dentro de un compejo multiproteico efector. Los efectores mejor
caracterizados durante la sefializacion por azucares son los factores de transcripcion.
Futuros estudios permitiran establecer la identidad de los factores de transcripcion
especificos que interaccionan dentro del complejo efector en el que participa HXK en

respuesta a azucares.

© La funcién receptora de la HXK fue discutida previamente en el apartado 2.2.1.1.
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Cho et al 2006

Figura 6 - Modelo de la funcién regulatoria de la HXK en
respuesta a glucosa.

La HXK1 interacciona con las proteinas VHA-B1 y RPT5B
en el nucleo (Cho et al. 2006). VHA-B1 codifica para un
componente del complejo de H'-ATPasa vacuolar y
RPT5B es un elemento de la subunidad regulatoria 19S
del proteosoma. La formacién del complejo trimérico
HXK1-VHA-B1-RPT5B es esencial para modular la
represion por glucosa del gen fotosintético CAB2 en
Arabidopsis (Cho et al. 2006). Las proteinas HXK1, VHA-
B1 y RPT5B no tienen un dominio de union del DNA, por
lo que se especula que este complejo contiene elementos
adicionales, como factores de transcripcion especificos,
gue participarian en la union al DNA y la interaccién con
VHA-B1y RPT5B (Cho et al. 2006).

2.2.3.2. Factores de transcripcién

Los factores de transcripcibn comprenden aproximadamente el 5-6 % del
genoma de Arabidopsis (Riechmann et al. 2000). Los analisis del transcriptoma de
Arabidopsis en respuesta a azucares utilizando microarreglos demostraron que la
fraccion de los genes regulados por azlcares que corresponde a los factores de
transcripciéon esta enriquecida con respecto al porcentaje de factores de transcripcion en
el genoma completo de Arabidopsis (Price et al. 2004); y que un porcentaje importante
de los factores de transcripcion responden rapidamente a los azucares en Arabidopsis
(Li et al. 2006; Osuna et al. 2007). Esto sugiere que un numero substancial de factores
de transcripcion forma parte de la cascada de transduccién en respuesta a azlcares en
Arabidopsis y resalta la importancia de dichos factores como elementos efectores
fundamentales de la respuesta durante la sefializacion por azlcares en plantas.

En base a los distintos analisis globales entre 20 a 50 de las 64 familias de

factores de transcripcibn anotadas en la base de datos DATF (“The Database of
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Arabidopsis Transcription Factors”; Guo et al. 2008) se regulan en respuesta a glucosa,
dependiendo de las condiciones de estudio (Price et al. 2004, Li et al. 2006; Osuna et al.
2007). Entre las familias mas afectadas se encuentran las siguientes: AP2, MYB, bZIP,
NAC, WRKY, MADS, Aux/IAA, C2C2(zZn) CO-like, homeodominio, NAM-like y de
choque térmico (Price et al. 2004, Li et al. 2006; Osuna et al. 2007). Los factores cuya
transcripcibn se modula con tratamientos transitorios de glucosa pertenecen
principalmente a las familias MYB, bZIP, AP2, homeodominio, NAM-like y de choque
térmico (Li et al. 2006). Por otro lado, se ha observado que la mayoria de los factores de
transcripcién cuya abundancia disminuye en presencia de carbono, pertenece a las
familias MADS y WRKY (Li et al. 2006); y también que los genes que mas rapido se
reprimen por glucosa son factores de transcripcion asociados a la regulacion por luz,
como por ejemplo GT2, GT1, GBF1, MYBST1 (Li et al. 2006).

A pesar de la importancia de los factores de transcripcion como efectores de la
respuesta a azucares, responsables de modular una gran variedad de genes, s6lo unos
pocos factores de transcripcion asociados a la regulacion de la expresién génica por
azucares en plantas se han caracterizado hasta el momento, los cuales se detallan en
las Tablas 3 y 4. La Tabla 3 describe los factores de transcripcién de Arabidopsis,
mientras que la Tabla 4 incluye a los factores de otras especies vegetales como por
ejemplo, papa, arroz y uva. Finalmente un modelo que trata de integrar las interacciones
propuestas y demostradas entre los factores de transcripcion de Arabidopsis en
respuesta a azucares se ilustra en la Figura 7.

Un aspecto que destaca de los factores de transcripcion involucrados en las
respuestas a azlcares hasta el momento es que la mayoria de ellos pertenecen a
familias con dominios de union al DNA exclusivos de plantas como los dominios AP2,
WRKY, B3 y CCT. Por lo cual se sugiere que mecanismos novedosos de regulacion
transcripcional en plantas podrian depender de las interacciones entre dichos factores
de transcripcién y también, entre estos factores Unicos en plantas y aquellos no Unicos.
Futuros estudios de cardcter integral urgen para ubicar a cada uno de los factores
descritos dentro de los distintos complejos transcripcionales y para tratar de comprender
como se desenvuelve la regulacion transcripcional durante la sefializacion por azlcares

en plantas.
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Figura 7 — Factores de transcripcion de Arabidopsis implicados en la sefializacién por azlcares.
(Ver abreviaduras y detalles en tabla 3).
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Tabla 3 - Factores de transcripcion que participan en la via de sefalizacién por azlcares en Arabidopsis thaliana.

Blancos | Otros posibles
Familia Factor Expresién Funcion Cajade union directos blancos Referencias
ABI3/VP1 ABI3 - semillas, plantulas -Participa en el desarrollo del embrion, la |- Motivo RY -Proteinas - ABI4 Lopez-Molina et al 2002
maduracién de las semillas, la induccién a la de - ABI5 Brocard-Gifford et al 2003
desecacion y la dormancia. almacenami |- RAB18 Dekkers et al 2008
-Elemento de la via de seﬁglizqgién por ABA y ento B (1) Monke et al 2004
por glucosa durante la germinacion y las etapas especificas
tempranas del desarrollo de las plantulas. de semilla
-Implicado en procesos relacionados a las Q)
respuestas a ABA en plantas adultas, el
desarrollo de cloroplasto, la modulacién de la
distribuciéon de recursos, la floracion y el
crecimiento de las raices laterales en respuesta
a auxinas.
-Activador transcripcional.
HSI2 - tallo, raiz, hojas, y flores -Elemento de la via de sefializacion por | ND (¥) ND (¥) - ABI3 Tsukagoshi et al 2005
- inducible por sacarosa azucares. - FUS3 Tsukagoshi et al 2007
-Represor transcripcional. - WRI1
- Olesinas (2) Tsukagoshi et al 2007
- Proteinas de
reserva 2S vy 12S
)
AP2/ERF WRI1/ASML1 | - silicuas -Regulacién del metabolismo de | ND (*) - Spo - SUS2 Focks y Benning 1998
- inducible por sacarosa almacenamiento durante la maduracién de las - p-amy - PK Ruuska et al 2002
semillas. - ACP Cernaq y Benning 2004
-Participa durante la erminacion - ACP reductasa Masaki et al 2005a
pa . 9 y Cernac et al 2006
establecimiento de la plantula. 3)
-Activador transcripcional. (3) Ruuska et al 2002
ABl4 - embrién, plantulas -Elemento de la via de sefializacién por glucosa | - CE-1 - ABI4 4) Finkelstein et al 1998
- inducible por azucares, y ABA durante el establecimiento temprano de - ABI5 ver seccion Acevedo-Hernandez et al
osmolitos y ABA la plantula. - SBE2.2 8.1.5.2. de esta 2005
-Punto de control durante el desarrollo - APL3 tesis EOOK etal 2006b
. . oussevitzky et al 2007
postgerminativo. o _ -Caja s -RBCS Bossi et al 2009
-Regulador dual de la transcripcién (activador y | - Motivo CCAC - Lhcb Niu et al. 2002
represor). )
(4)Nakabayashi et al 2005
bzIP ABI5 - semillas, plantulas -Elemento de la via de sefializaciéon por glucosa | - ABRE - AtEm6 - AtEm1 Lopez-Molina et al 2001

- inducible por glucosay ABA

y ABA durante la germinacion y el
establecimiento temprano de la plantula.

-Punto de control durante el desarrollo
postgerminativo.

-Activador transcripcional.

®)

Finkelstein y Lynch 2000
Brocard et al 2002
Carles et al 2002

(5)Nakabayashi et al 2005



bZIP ABF2 - plantulas -Elemento de la via de sefializacion por ABA, | - ABRE ND (*¥) -RBCS Kim et al 2004
- hojas, raiz, flores y silicuas | azlcares y estrés durante el crecimiento post- | (CACGTGGC) - HXK1
inmaduras en plantas adultas germinacion. - HXK2
- inducible por ABA, sal Yy |-Posible activador transcripcional. - SUSs1
sacarosa - RD29A
-CHS
ATB2/bZIP11 |- tejido vascular de plantas |-Se especula que participa en la particion de | - Caja G (ACGT) |- ASN1 Rook et al 1998
jovenes asimilados y la coordinacion de procesos | (**) - ProDH2 Satoh et al 2004
- tejidos vegetativos jovenes en | metabélicos en tejidos demandantes recién mgzg g :: gggg
plantas adultas establecidos durante el desarrollo de las Hanson et al 2008
- expresiébn controlada en | plantas. - ACTCAT - ProDH /
respuesta a sacarosa a nivel | -Implicado en la regulacion del metabolismo de ERD5
transcripcional y | aminoé&cidos en respuesta a azlcares.
postranscripcional -Activador transcripcional.
C2C2-CO- |ASML2 - flores, semillas en desarrollo -Modula genes del metabolismo de carbono en | ND (*) - p-amy - APL3 Masaki et al 2005b
like F (silicuas) respuesta a azlcares. - VSP
- Inducible por azlcares -Activador transcripcional.
Cc2C2 GNC - hipocétilo -Regula la sintesis de clorofila. (***) ND (*) - AtPLT6 Bi et al 2005
GATA - tallo -Participa en la via de sefializacion por glucosa, - AtSTP13
- Inducible por nitrégeno donde se especula que controla la retro- - HXK1
alimentacion de la sefial de carbono.
-Posible punto molecular de convergencia entre
las sefializaciones por carbono y nitrégeno.
-Activador transcripcional.
HDZip ATHB13 - semillas y hojas -Participa en el desarrollo de hojas y|CAATNATTG ND (¥) - f-Amy Hanson et al 2001
- receptéculo y estigma (flores) | cotiledones. -VSP Johannesson et al 2001
- tejido vascular de la porcion -Regula la expresion de genes en respuesta a Hanson et al 2002
basal de los peciolos (hojas de azlcares.
roseta y cotiledones)
- base de hojas caulinas

(*) ND: no determinado ; (**):

caja putativa segun andlisis in silico (no demostrada experimentalmente); (***): consenso de caja de unién de los factores de la familia C2C2 GATA:

(T/A)GATA(G/A) o (TIC)TATC(T/A) (Jeong y Shih 2003), presente en los promotores de AtPLT6, AtSTP13 y HXK1.

Lista de abreviaturas —

Factores de transcripcion -

ABI3: ABA INSENSITIVE 3 (At3g24650); HSI2: HIGH-LEVEL EXPRESSION OF SUGAR-INDUCIBLE GENE 2 (At2g30470) ; WRI/ASML1:

WRINKLED1 / ACTIVATOR de SPO™":LUC1 (At3g54320) ; ABI4: ABA INSENSITIVE 4 (At2g40220); ABI5: ABA INSENSITIVE 5 (At2g36270); ABF2: ABSCISIC ACID
RESPONSIVE ELEMENTS - BINDING FACTOR 2 (At1g45249); ATB2/bZIP11: ARABIDOPSIS THALIANA BASIC LEUCINE-ZIPPER 11 (At4g34590); ASML2: ACTIVATOR de
SPO™":LUC2 (At3g12890); GNC: GATA FACTOR, NITRATO INDUCIBLE, CARBONO METABOLISM RELATED (At5956860); ATHB13: ARABIDOPSIS THALIANA
HOMEBOX 13 (At1g69780).

Genes blancos - RAB18: responde a ABA 18 (proteina tipo LEA/dehidrina); FUS3: FUSCA 3; Spo: esporamina, f-amy: f-amilasa; SUS2: sacarosa sintasa 2; PK: piruvato
cinasa; ACP: acyl carrier proteina; ACP reductasa: 3-cetoacil-ACP sintasa, enoyl-ACP reductasa; SBE2.2: enzima ramificadora de almidén 2.2; APL3: subunidad grande de la
enzima ADP-glucosa pirofosforilasa, RBCS: subunidad pequefia de la RUBISCO; Lhch: proteina cosechadora de luz que une clorofila a/b; AtEm6 y AtEm1: proteinas de
embriogénesis tardia clase 1; HXK1: hexocinasal; HXK2: hexocinasa2; SUS1: sacarosa sintasa 1; RD29A: responde a desecacion 29A; CHS: chalcona sintasa; ASN1:
asparagina sintetasa; ProDH2 prolina deshidrogenasa 2; ProDH/ERD5: prolina deshidrogenasa / respuesta temprana a la deshidratacién 5; VSP: proteina de almacenamiento
vegetativo; AtPLT6: transportador de polioles 6; AtSTP13: transportador de azlUcares 13.



Tabla 4 - Factores de transcripcion que participan en la via de sefalizacién por azlcares en papa, camote, cereales (arroz y cebada) y uva.

Cajade Blancos | Otros posibles
Planta Familia Factor Expresién Funcién union directos blancos Referencias
Papa GeBP STK - tubérculo -Regulacién génica en respuesta a azucares. Caja B - PAT21 - SuUs4 Zourelidou et al 2002
- inducible por sacarosa - sAGP
ASR (**) Ci21A/Asrl | - tubérculo -Implicado en la regulacion del metabolismo de | ND (*) ND (*) - Transportadores | Frankel et al 2007
glucosa, y la captacion de glucosa en 6rganos de hexosas
heterotréficos.
Camote | WRKY SPF1 - hojas, peciolos, tallos y raices -Participa en la modulaciéon de los genes |- SP8a - Spo Ishiguro y Nakamura
tuberosas asociados al metabolismo de carbono. - SP8b - pamy 1994
- cajaW Maeo et al 2001
Cebada | WRKY SUSIBA2 - endospermo -Implicado en la regulacién de la sintesis de | - SURE - Isol - Shellb Sun et al 2003
- inducible por azucares almidén. - CajaW Sun et al 2005
Arroz MYB (1R) | OsMYBS1 - tejido vegetativo -Elemento de la via de sefalizacion en | TATCCA _ g-amilasa Lu et al 2002
- se reprime en presencia de respuesta a azlcares y a hormonas. - Amy32b
sacarosa -Activador transcripcional fuerte.
OsMYBS2 |-raizy hojas -Elemento de la via de sefalizacion en | TATCCA — o-amilasa Lu et al 2002
- hojas senescentes respuesta a azucares y a hormonas. - Amy32b
- inducible en presencia de -Activador transcripcional débil.
sacarosa
OsMYBS3 - todos los tejidos -Elemento de la via de sefalizacion en | TATCCA — g-amilasa Lu et al 2002
- hojas senescentes respuesta a azlcares y a hormonas. - Amy32b
- se reprime en presencia de -Represor transcripcional.
sacarosa
Uva ASR (**) VVMSA - fruto (maduracion) -Implicado en la modulacién transcripcional de | - S3 - VWHT1 Cakir et al 2003
- inducible por azlcares y ABA la expresion génica de los transportadores de | - SURE1 Carrari et al 2004
azUcares durante la maduracion del fruto.
-Activador transcripcional.

(*) ND: no determinado; (**) Nota: Las proteinas inducibles por ABA, estrés y maduracion (ASR) tienen
cromosémicas no-histonas implicadas en modular la topologia y la expresion del DNA (Carrari et al 2004).
Lista de abreviaturas —

funcion desconocida, aunque se especula que son proteinas

Factores de transcripcion — STK: STOREKEEPER (CAC39398); Ci21A/Asrl: COLD-INDUCIBLE 21A/ ABA-, STRESS- and RIPENING- INDUCIBLE PROTEIN; SPF1:
(S51529); SUSIBA2: SUGAR SIGNALING IN BARLEY 2 (AY323206); OsMYBSL1: factor de transcripcion MYBS1 de arroz (AAN63152); OsMYBSZ2: factor de transcripcion
MYBS2 de arroz (AAN63153); OsMYBS3: factor de transcripcion MYBS3 de arroz (AAN63154); VVMSA: Vitis vinifera MATURATION-,STRESS-, ABA-INDUCED PROTEIN
(AAZ93634). Genes blancos - PAT21: patatita clase 1; SUS4: sacarosa sintasa; SAGP: ADP glucosa pirofosforilasa; Spo: esporamina, f-amy: familasa; isol: isoamilasal,;
Shellb: enzima ramificadora de almidén llb; Amy32b: a-amilasa tipo A de cebada; VvHT1: transportador de monosacaridos.



2.2.4. Otros elementos

Ademas de los componentes mencionados en las secciones previas existen
otros elementos asociados a las vias de sefializacion por azlUcares menos
caracterizados, de identidad bioquimica y funcibn molecular desconocidas hasta el
momento. Entre ellos destacan las proteinas ABI8, ISI1 y GLZ2 (Brocard-Gifford et al.
2004; Chen et al. 2004; Rook et al. 2006a).

El gen ABI8 codifica para una proteina especifica de plantas de funcion
desconocida (Brocard-Gifford et al. 2004). La mutante abi8 es insensible a ABA durante
la germinacion y es alélica a las mutantes enanas eldl y kobl previamente
caracterizadas (Cheng et al. 2000; Pagant et al. 2002; Brocard-Gifford et al. 2004).
Brocard-Gifford et al. (2004) reportaron que la mutante abi8 es también insensible a
glucosa y tiene alterada la expresion y actividad de enzimas asociadas con la
movilizacibn de azucares, lo que sugiere que ABI8 participa en la sefalizacién y/o
transporte de carbono. Analisis genéticos entre la mutante abi8 y plantas que sobre-
expresan a los genes ABI3 y ABI5 indicaron que ABI8 parece actuar en una via
independiente de aquella definida por los otros factores de transcripcion ABI (Figura 7).

La caracterizacion de otra mutante llamada isil demostré que ISI1 es un factor
importante de la regulacién por azlcares (Rook et al. 2006a). El gen ISI1 codifica para
una proteina novedosa con repeticiones de un dominio proteico similar al dominio
Armadillo que se ha implicado en interacciones proteina-proteina en animales (Rook et
al. 2006a; Coates 2003; Samuel et al. 2006). La proteina ISI1 participa en la modulacion
en respuesta a sacarosa de la expresidon de un subconjunto de genes asociados al
metabolismo de carbono a través de una via genética independiente de las mutantes
relacionadas a ABA (abi4, aba2) (Rook et al. 2006a). El gen ISI1 se expresa
predominantemente en el floema de hojas que acaban de realizar la transicion de un
metabolismo demandante a uno productor o fuente. Este patron de expresion sugiere su
participacion en la distribucion eficiente de carbohidratos, pero hasta el momento su
funcion especifica es aun desconocida (Rook et al. 2006a).

La mutante glz2 es insensible a glucosa, y ademas presenta un tamafo
pequefio, raices cortas, hojas pequefias de color verde oscuro, floracion tardia y
esterilidad femenina (Chen et al. 2004). Interesantemente, la funcion de GLZ2 no se
requiere para las respuestas a ABA durante la germinacion, sugiriendo que podria ser
un elemento exclusivo de la sefializacion por glucosa (Chen et al. 2004). Estudios

fenotipicos indican que GLZ2 es necesario para las respuestas normales a glucosa y en
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el desarrollo en Arabidopsis (Chen et al. 2004). Este gen no ha sido clonado aun; por lo
gue su futura identificaciobn molecular ayudara a dilucidar su posible funcién en el
desarrollo y durante la sefializacién por glucosa.

Si bien el numero de elementos caracterizados de la via de sefializacion por
azucares ha aumentado de manera importante en los dltimos afios, aun faltan mas
estudios integrales que nos permitan comprender como interaccionan estos elementos
dentro de las distintas vias propuestas de sefializacion por azucares (Figura 2) durante

todo el ciclo de vida de las plantas superiores.

2.3. Interacciones entre las vias de sefalizacion por azucares y otras vias

de sefalizacion

Como se ha mencionado previamente (seccion 2.1), las vias de sefializacion por
azUcares interaccionan con programas endodgenos de desarrollo dependientes de la
accion de fitohormonas y con vias de respuesta a estimulos externos (Coruzzi y Zhou
2001; Finkelstein y Gibson 2002; Le6n y Sheen 2003). En la tabla 5 se detallan las
mutantes de la via de sefializacién por azlcares en Arabidopsis, cuyas respuestas a
otras vias de sefalizacion también se afectan.

La primera interconexion reportada de manera contundente con la via de
sefializacion por glucosa dependiente de HXK es la que existe con la via de
sefializacion por ABA (Arenas-Huertero et al. 2000; Rook et al. 2001; Huijser et al. 2000;
Laby et al. 2000) (Figura 8).

A continuaciéon se detallan las evidencias mas relevantes que apoyan la
interaccion entre estas vias debido a que el objetivo principal de esta tesis consiste en
la caracterizacion funcional del factor ABI4, el cual se ha propuesto como punto de
convergencia entre ambas vias durante el desarrollo post-germinativo de Arabidopsis
(Arenas-Huertero et al. 2000).
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Tabla 5 — Lista de mutantes que sugieren interacciones entre las vias de sefalizacion por
azucares y las vias de ABA, etileno, auxinas, citocininas, luz y nitrégeno.

Interaccion entre
Alelos Gen Funcién las vias de Referencias
sefializacion por:

ginl, aba2, isi4, | Deshidrogenasa/ Biosintesis de ABA Glucosa y ABA Zhou et al. 1998
sdrl. sis4 reductasa de cadena Rook et al. 2001
! corta citosélica Cheng et al. 2002

Laby et al. 2000
Leon-Kloosterziel et al. 1996

gin5, aba3 Sulfurasa del cofactor | Biosintesis de ABA Glucosay ABA Arenas-Huertero et al. 2000
de molibdeno Schwartz et al. 1997
Xiong et al. 2001

sis7, nced3 9-cis—epoxicarotenoide | Biosintesis de ABA Glucosa y ABA Huang et al. 2008
dioxigenasa luchi et al. 2001

sis10, abi3 Factor de transcripcion | Activador transcripcional | Glucosa y ABA Dekkers et al. 2008
de la familia ABI3/VP1 Huang et al. 2008

ginG, abi4, isi3, Factor de transcripcién | Activador transcripcional | Glucosa y ABA Finkelstein et al. 1998
de la familia AP2/ERF Arenas-Huertero et al. 2000

suneé, sis5, asal Huijser et al. 2000

Laby et al. 2000

Rook et al. 2001
Koussevitzky et al. 2007
Mizoguchi et al. 2005

abis Factor de transcripcion | Activador transcripcional | Glucosa 'y ABA Arenas-Huertero et al. 2000
de la familia bZIP Brocard et al. 2002

gin4, ctrl, sisl Cinasa de serina- Regulador negativo de la | Glucosa y etileno Zhou et al. 1998
treoninda sefializacion por etileno Gibson et al. 2001

ein3 Factor de transcripcion | Activador transcripcional | Glucosa y etileno Yanagisawa et al. 2003

de la familia AP2/ERF

i HXK1 Receptor de glucosa Glucosa y auxinas Moore et al. 2003
gin
Glucosa y citocininas
Glucosa y luz

cli186 ? Integrador de las vias de | Sacarosay luz Thum et al. 2008
sefializacion por carbono
y luz

ahk3 Cinasa de histidina Receptor de citocinina Sacarosa, citocininas y Franco-Zorrilla et al. 2005

falta de fosforo

axrl Proteina con actividad | Degradacién de proteinas | Glucosa y auxinas Moore et al. 2003
enzimatica activadora Mishra et al. 2009

axr2 Factor de transcripcién | Represor transcripcional Glucosa y auxinas Moore et al. 2003
de la familia AUX/IAA Mishra et al. 2009

tirl Proteina con repetidos | Receptor de auxinas Glucosa y auxinas Moore et al. 2003
ricos en leucina y con Mishra et al. 2009
caja F

tin Factor de transcripciéon | Regulador negativo? Disacéridos y auxinas Gonzali et al. 2005
de la familia HB
(WOX5)

his1 N-acetiltransferasa Regulador negativo Sacarosa y auxinas Ohto et al. 2006

gnc Factor de transcripcion | Activador transcripcional Carbono y nitrégeno Bi et al. 2005

de la familia GATA

35



|
| EIN3
v
Biosintesis de
estrés —» ABA
-
| A
I Gounne)
ABI3
v
ABIl4
ABI5
ABF2
v
v
Respuestas a v

estrés Germinacion / Establecimiento temprano de las plantulas

Figura 8 — Esquema de interacciones genéticas entre la via de sefializacion por azlcares y las
vias de sefializacion por fitohormonas.

La via de HXK1 implica un aumento en los niveles de ABA en las células, induce la biosintesis
de ABA y la expresion génica de factores implicados en la via de sefalizacion por ABA (ABls y
ABFs). La regulacidon del factor de transcripcién EIN3 (tablas 3 y 5) es el punto de convergencia
entre las vias de sefializacion por glucosa y etileno. La sefializacion por glucosa interacciona
positivamente con las sefalizacion por auxinas y nhegativamente con las sefializacion por
citocininas.

El andlisis fenotipico de mutantes deficientes en la sintesis de ABA (Tabla 5) y el
analisis del comportamiento de la concentracién de ABA en respuesta a glucosa dejaron
en claro que un aumento de los niveles enddgenos de ABA es necesario para que la
respuesta normal a glucosa se lleve a cabo durante el desarrollo postgerminativo de
Arabidopsis (Arenas-Huertero et al. 2000). Arenas-Huertero et al. (2000) demostraron
que la sensibilidad a glucosa de la mutante gin5/aba3 se recupera al suplementar con
ABA el medio de crecimiento, restaurando asi los niveles internos de ABA en plantulas

gin5/aba3. Este mismo comportamiento se observa para la mutante ginl/aba2 (Cheng
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et al. 2002). Ambos resultados re-confirman la interdependencia de la sefializacién por
glucosa y ABA. Asimismo, el aislamiento de las mutantes sis1l0 (un alelo de abi3)
(Huang et al. 2008), gin6, suné, isi3, sis5 (alelos de abi4) (Arenas-Huertero et al. 2000;
Huijser et al. 2000; Laby et al. 2000; Rook et al. 2001) y gin9 (abi5) (Le6n P,
comunicacion personal) como mutantes insensibles a altas concentraciones de glucosa
durante el desarrollo temprano de la plantula, y cuyos alelos habian sido identificados
como mutantes insensibles a ABA durante la germinacion (Ooms et al. 1993; Finkelstein
et al. 1998; Finkelstein y Lynch 2000), sugiri6 que los factores de transcripcion ABI3,
ABI4 y ABI5 eran elementos comunes para ambas vias de sefializacién (Figura 8, Tabla
5).

Mas alla de los factores de transcripcion comunes entre las vias de glucosa y
ABA, aln no esta claro como estas vias interaccionan. Una posibilidad tentadora es que
parte de dicha interaccion dependa de retroalimentacion, ya que la abundancia de los
transcritos de algunos de los genes relacionados a la biosintesis y sefializacién por ABA
aumenta en respuesta a glucosa (Cheng et al. 2002). Sin embargo, ésto no explica
porque el aumento de la concentracibn de ABA es necesario para la sefalizacién por
azucares. Por el momento, existen dos modelos hipotéticos para explicar la interaccion
entre la glucosa y el ABA. Uno de ellos plantea que las sefiales de ABA y glucosa
actlian a través de vias independientes que convergen en elementos finales (Rook et al.
2001), mientras que el otro propone al ABA como un elemento integral de la via de
sefalizacion por glucosa (Arenas-Huertero et al. 2000). Sin embargo y debido a la falta
de evidencias contundentes, aun no se ha logrado un consenso general sobre el
modelo de interaccion entre las vias de sefializacion por glucosa y por ABA.

Para tratar de entender mas detalladamente la interconexion entre glucosa y
ABA,; y considerando que un punto de convergencia entre ambas vias de sefializacion
son factores transcripcionales (sugiriendo que el control de la transcripcion tiene un
papel relevante en la interaccion de ambas vias), Li et al. (2006) realizaron un andlisis
global de la transcripcion comparando el efecto de la sefial de ABA y de la sefial de
glucosa sobre la abundancia de los transcritos en plantulas de Arabidopsis. Sus
resultados mostraron que la sefial de la glucosa regula la abundancia de un namero
mayor de transcritos que la sefial de ABA, indicando que la glucosa es una sefal mas
fuerte que el ABA especialmente durante la represién (Li et al. 2006). Las interacciones
observadas entre las sefiales de ABA y glucosa son de lo mas variadas: hay co-

regulacién, regulacion antagénica y sinergismo (Li et al. 2006). Interesantemente hay
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muy pocos genes co-regulados por ambas sefales, sugiriendo que la interaccién de
glucosa y ABA es especifica para regular sélo ciertos procesos (Li et al. 2006). En las
plantulas de Arabidopsis, las sefiales de glucosa y de ABA llevan a cambios rapidos y
dinAmicos en la expresion génica, donde claramente se observan dos tipos de
respuestas. Unas répidas y transitorias, caracterizadas por regular la expresion de
genes asociados a la reprogramacién metabdlica y de sintesis de proteinas y otras
rapidas pero persistentes, las cuales dirigen la respuesta celular a largo plazo y
modulan genes implicados en el control de la division celular, el crecimiento y la
fotosintesis (Li et al. 2006).

Actualmente la interconexion entre las vias de glucosa y ABA esta ampliamente
aceptada, particularmente durante las etapas tempranas del establecimiento de las
plantulas (Ledn y Sheen 2003; Rook et al. 2006b; Rognoni et al. 2007; Dekkers et al.
2008). Sin embargo a pesar de todo el trabajo invertido en esta area, aun faltan
determinar los detalles moleculares que subyacen y definen a la red regulatoria
glucosa/ABA.

Si bien todas las interacciones propuestas entre las vias de sefializacion por
azucares con las vias de fitohormonas (etileno, auxinas, citocininas y giberelinas), y vias
como la de respuesta a luz, nitrégeno, ritmo circadiano y redox resultan interesantes, su
descripcion detallada supera los objetivos de esta tesis. Sin embargo, para todas ellas
aun queda poco claro el mecanismo molecular de dicha interaccion, el cual es objeto de
estudios actuales por muchos laboratorios. En la literatura existen numerosas revisiones
y articulos sobre las mencionadas interacciones que pueden ser consultadas para una
informacion mas detallada sobre el tema (Dijkwel et al. 1997; Perata et al. 1997; Coruzzi
y Zhou 2001; Gazzarrini y McCourt 2001; Oswald et al. 2001; Le6n y Sheen 2003;
Moore et al. 2003; Thum et al. 2003; Yanagisawa et al. 2003; Palenchar et al. 2004;
Price et al. 2004; Thum et al. 2004; Blasing et al. 2005; Gutierrez et al. 2007; Thum et al.
2008; Mishra et al. 2009).

3. Los azucares modulan las respuestas de la vias de sefializacion a

través de diferentes mecanismos moleculares

En las secciones anteriores se han descrito las vias de sefalizacion por
azucares propuestas hasta el momento y los componentes mejor caracterizados de

estas vias, asi como también la interconexién de las vias de glucosa y ABA. Como se
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ha mencionado, la cascada de sefializacion comienza con la percepcion de una sefial,
la cual dispara un fendémeno de transduccién que culmina con una respuesta primaria
dirigida por moléculas efectoras. Esta respuesta primaria se asocia generalmente al
control de la expresion génica, el cual puede ocurrir a varios niveles desde la

transcripcién hasta la estabilidad de proteinas como se muestra en la Figura 9.

o Metilacion
Gendmico < Empaquetamiento de la cromatina
Modificacién de histonas

Transcripcional

Procesamiento
Post-transcripcional < Transporte

Localizacién y estabilidad

Traduccional

Proteina

Post-traduccional 4 Localizacion y estabilidad
Actividad

Figura 9 — Niveles de regulacién durante la expresion génica.

Hay 5 puntos de control relevantes durante la expresion génica en las células eucariotes.

1- A nivel del genoma, el cual incluye el nivel de metilacidn y accesibilidad de la cromatina;

2- A nivel de la transcripcidn, quien regula el momento y la frecuencia de la transcripcion de
los genes. Este nivel es dependiente de los factores de transcripcién generales y
especificos;

3- A nivel post-transcripcional, donde destacan la regulacion del splicing del mensajero
primario, la incorporaciéon de modificaciones moleculares 5" y 3", asi como el transporte
del mensajero procesado a través de la envoltura nuclear, su localizacién intracelular y
su vida media (modulada por microRNAs entre otros mecanismos) en el citoplasma;

4- A nivel traduccional, mediante el cual se seleccionan los MRNA que seran traducidos por
los ribosomas;

5- A nivel post-traduccional, el cual implica la activacion, inactivacién y localizacion
selectiva de las proteinas sintetizadas por los ribosomas en el citoplasma.

Se ha demostrado que los azlcares son capaces de modular el desarrollo y
metabolismo de las plantas a través de regular varios de los niveles ejemplificados en la
Figura 9. En base a los datos acumulados de todos ellos hasta el momento, destaca la
regulacion de la transcripcion de un nimero importante de genes tanto activando como

reprimiendo su expresion (Sheen 1990; Koch 1996; Price et al. 2004; Gonzali et al.
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2006). Sin embargo existen ejemplos que muestran que los azlcares también regulan a
niveles post-transcripcionales (Chan y Yu 1998a), traduccionales (Wiese et al. 2004) y
post-traduccionales (Yanagisawa et al. 2003). A continuacién se presentan la mayoria
de los ejemplos especificos reportados en la literatura sobre los diferentes tipos de

regulacion de la expresion génica en respuesta a azucares.
3.1. Regulacién transcripcional

En los afios 90, Sheen (1990) demostré por primera vez que los azlUcares son
capaces de modular la transcripcion de genes fotosintéticos usando un sistema de
expresion transitoria en protoplastos de maiz. A partir de este estudio pionero la
cantidad de genes regulados por azucares aumentdé de manera exponencial (ver
referencias en Koch 1996; Bossi 2002). La expresion de diferentes tipos de genes se
afecta en presencia de azlcares, incluyendo genes relacionados al metabolismo de
carbohidratos (fotosintesis, sintesis de almidon y ciclo glioxilato), metabolismo
nitrogenado, metabolismo secundario, genes relacionados a estrés (sefalizacién por
ABA y defensa), asi como genes asociados a crecimiento, desarrollo y senescencia (ver
referencias en Koch 1996; Bossi 2002; Rolland et al. 2006).

Estudios recientes, usando un andlisis de la expresion global del genoma en
respuesta a cambios en la concentracion exdégena de azlcar, corroboraron que los
azUcares son capaces de regular la abundancia de un porcentaje alto (4-11%) de genes
de Arabidopsis, sugiriendo que la modulacion de la abundancia de los mensajeros es
uno de los mecanismos mas importantes mediante el cual actua la sefializacion por
azucares en las células vegetales (Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004; Thum et al.
2004; Li et al. 2006; Gutierrez et al. 2007; Osuna et al. 2007; Thum et al. 2008). Dichos
estudios globales también corroboraron la existencia de una interconexion intensa y
compleja entre la sefial de carbono y las sefales de nitrégeno, luz y ABA para regular la
transcripcién de genes en Arabidopsis; y apoyaron que la sefial de carbono es mas
fuerte para modular la expresiéon de una gran diversidad de genes que otros estimulos
como luz, ABA, y nitrégeno (Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004; Thum et al. 2004;
Li et al. 2006; Gutierrez et al. 2007; Osuna et al. 2007; Thum et al. 2008).

La regulacion a nivel transcripcional depende de factores de transcripcién y de
elementos en cis (o sitios de unidn) presentes en las regiones regulatorias sobre el DNA
a los cuales se unen estos factores de transcripcion.

En las tablas 3 y 4 se presenta una lista de los factores de transcripcion que se

40



han reportado que estan implicados en las respuestas a azlcares en las plantas
superiores; y sus posibles interacciones se esquematizan en la Figura 8. Por lo tanto, en
esta seccidn no se detallaran los factores de transcripcién, si no que se describiran
solamente algunos de los elementos en cis implicados en las respuestas a azucares
caracterizados hasta el momento. En la tabla 6 (modificada de Rook et al. 2006b) se
enlistan los elementos en cis que se ha demostrado que estan implicados en la
respuesta a azucar y cuya funcionalidad ha sido comprobada in vitro y/o in vivo. Varias
de las cajas conocidas de respuesta a carbono se sabe que actluan asociadas para
generar una respuesta mas fuerte (Lu et al. 1998; Lu et al. 2002; Morikami et al. 2005; Li
et al. 2006; Rook et al. 2006b). Por ejemplo, la localizacion del elemento CMSRE1
respecto a CMSRE2 es esencial para la respuesta adecuada a azucares del gen
esporamina (SPO) de camote (Morikami et al. 2005). Los elementos S3S1 y CE-1
parecen potenciarse entre si para regular la expresion del promotor de APL3 en
respuesta a sacarosa (Rook et al. 2006b). Una caja G, una caja GC y la secuencia
TATCCA, localizados dentro de la secuencia SRS, actian de manera cooperativa para
regular el gen de a-amilasa de arroz en respuesta a azucar (Lu et al. 1998; Lu et al.
2002); y finalmente los motivos TER1 y TELO3 inducen de manera cooperativa la
expresion especifica del reportero GUS en raices de Arabidopsis tratadas con glucosa
(Li et al. 2006).

En estos ultimos afios, los andlisis del transcriptoma de Arabidopsis han generado una
gran cantidad de datos de expresidon génica que permiten, entre otras cosas, identificar
posibles secuencias regulatorias en cis que son comunes en los promotores de genes
co-regulados durante la respuesta a azlucares (Rhee et al. 2006). Esta estrategia in
silico constituye una manera rapida y global de encontrar motivos candidatos para un
analisis posterior mas detallado (Thijs et al. 2001; Zhang et al. 2005; Cheung et al.
2006; Vandepoele et al. 2006). Asi, existen en la literatura mas de 50 cajas en cis
predichas in silico que se asocian a respuesta a carbono, las cuales se sintetizan en la
Tabla S1, Apéndice Il (Palenchar et al. 2004; Thum et al. 2004; Li et al. 2006). Por
supuesto al ser todos estos datos predicciones bioinformaticas, mucho debe invertirse
en la caracterizacion funcional de tales secuencias regulatorias dentro de la

sefalizacion por azlcares.
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Tabla 6 - Elementos en cis asociados a la respuesta a azlcares (modificada de Rook et al, 2006b).

Motivo Secuencia FT* Genes Respuesta | Referencias
SP8a ACTGTGTA SPF1 - Spo (batata) Induccién Ishiguro 'y
- pf-amy (batata) Nakamura 1992
Ishiguro y
Nakamura 1994
SP8b TACTATT SPF1 - Spo (batata) Induccién Ishiguro y
— p-amy (batata) Nakamura 1992
SURE1 AATAGAAAA SUSIBA | - Pat (papa) Induccion Grierson et al.
- 1SO1 (papa) 1994
Sun et al. 2003
SURE2 AATACTAAT Nd ** - Pat (papa) Induccion Grierson et al.
1994
CajaB GCTAAACAAT STK - Pat (papa) Induccién Zourelidou et al.
2002
Caja lV GAAATAAATTG nd - VspB (soja) Induccién Tang et al. 2001
CMSRE-1 TGGACGG(CC) nd - Spo A (batata) Induccién Maeo et al. 2001
- Morikami et al.
PBamy (batata) 2005
CMSRE-2 | AGACACCGTAAGTGT nd - Spo A (batata) Induccién Morikami et al.
TCCATCC 2005
S3S1 AAATCA(N)XATAGAAA VVMSA | - VVHT1 (uva) Induccién Cakir et al. 2003
- APL3 (Arabidopsis) Li et al. 2006
CE1l CACCG ABI4 - ADH1 (Arabidopsis) Induccién Niu et al. 2002
- APL3 (Arabidopsis) Li et al. 2006
- SBE2.2 (Arabidopsis) Bossi et al. 2009
- ABI4 (maiz y Arabidopsis)
- ABI5 (Arabidopsis)
Cajas CACCTCCA ABl4 - RBCS (Arabidopsis) Represioén Acevedo-
Hernandez et al.
2005
Motivo CCAC ABl4 - Lhcb (Arabidopsis) Represion Koussevitzky et al.
CCAC 2007
Caja GC CCGACGCGG nd - a-amy 3 (arroz) Induccién*** | Luetal 1998
(Parte de SRS)
Caja G (C)TACGTG/A nd - a-amy 3 (arroz) Induccion*** | Luetal 1998
(Parte de SRS) - RAmy3D (arroz) Represién Igggfllku etal.
TATCCA TATCCA OsMYBS | - a-amy 3 (arroz) Induccién*** | Luetal 1998
(Parte de SRS) - RAmy3D (arroz) Represion '{ggngkU etal.
TELO AAACCCTAA nd - de sintesis de proteinas Induccién Li et al. 2006
TER CATAAT nd - de sintesis de proteinas Induccién Li et al. 2006

* FT: factor de transcripcién; ** nd: no determinado; *** induccién en condiciones de falta de glucosa
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La regulacion a nivel transcripcional en respuesta a azlcares es la mas
estudiada en Arabidopsis, sin embargo adin no se han caracterizado en detalle los
elementos que participan en las redes transcripcionales en respuesta a la disponibilidad

de carbono durante las diferentes etapas del desarrollo de las plantas superiores.

3.2. Regulacion post-transcripcional — Estabilidad de mensajero.

Ademas de modular la frecuencia y el nivel de la expresién génica a través de la
transcripcién, los azlcares también son capaces de afectar la estabilidad de los
mensajeros en plantas. Por ejemplo, la vida media de los transcritos correspondientes
a tres de los genes de a-amilasa (tAMY3, cAMY7 y cdAMY8) se prolonga en presencia
de sacarosa (Sheu et al. 1996), y en el caso de aAMY3, la regién no traducida (UTR) 3°
tiene un papel esencial para dirigir este mensajero a degradacién (Chan y Yu 1998a;
Chan y Yu 1998b). Analisis generales con inhibidores de la traduccién mostraron que la
estabilidad de los mensajeros de ciertos genes asociados a crecimiento y proteinas de
estrés también estd controlada por azucares (Ho et al. 2001). El gen INCW1 que
codifica para una invertasa de pared celular de maiz genera dos tipos de mensajeros
gue difieren en su 3'UTR (Cheng et al. 1999). Se ha visto que el transcrito mas
pequefo se estabiliza en presencia de azlcares en células en suspension de maiz, lo
cual resulta en un aumento de la concentracion y actividad de la proteina (Cheng et al.
1999). Asi, las secuencias 3"UTR parecen ser relevantes para regular la estabilidad de
los mensajeros en respuesta a carbono, sin embargo aun se desconocen los
mecanismos precisos de como se realiza este fendmeno, las secuencias y los factores
proteicos que intervienen.

Por otro lado, el andlisis global del transcriptoma de Arabidopsis en respuesta a
glucosa indica que varios de los genes regulados por azlcares son blancos conocidos
de microRNAs (Gutierrez et al. 2007). Asi, se propone por primera vez que
mecanismos de regulacién post-transcripcional controlados por microRNAs y asociados
a la estabilidad, al procesamiento y degradacién de los mensajeros podrian tener un
papel relevante durante la regulacién de la sefalizacién por azlcares. Mas estudios
dardn luz sobre el impacto de este tipo de regulacion como un modulador de las

respuestas a carbono en plantas.
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3.3. Regulacion a nivel de la traduccion.

La regulacién a nivel traduccional durante las respuestas a sacarosa esta bien
estudiada en el gen ATB2 de Arabidopsis que codifica para un factor de transcripcion
tipo bZIP (Rook et al. 1998; Wiese et al. 2004; Wiese et al. 2005; Hanson et al. 2008).
La expresion del gen ATB2 se modula a nivel transcripcional y traduccional en
respuesta a sacarosa (Rook et al. 1998). En particular, la transcripcion del gen ATB2 se
induce en presencia de sacarosa, mientras que su traduccién se reprime por altas
concentraciones de sacarosa (Wiese et al. 2004).

La regulacion traduccional de ATB2 depende de la region 5’ no traducida de su
mensajero, la cual contiene 4 marcos abiertos de lectura pequefios 0 UORFs hacia
arriba del marco de lectura abiero principal que codifica para la secuencia proteica de
ATB2 (Wiese et al. 2004). En presencia de bajas concentraciones de sacarosa,
ninguno de los UORFs presentes en el 5° de ATB2 se traduce, permitiendo asi la
traduccion del mensajero de ATB2 en una proteina ATB2 funcional (Wiese et al. 2004).
En presencia de altas concentraciones de sacarosa, el UORF2 (0 SCUORF) se traduce
y evita la traduccion del mensajero de ATB2 (Wiese et al. 2004). Recientemente,
Rahmani et al. (2009) sugirieron que el peptido uORF2 traducido actia como un
atenuador de la traduccion pausando al ribosoma sobre el RNA mensajero. Alun se
desconocen los detalles de este mecanismo de regulacién al que se le ha denominado
“Represion de la Traduccion Inducida por Sacarosa” o SIRT a través del cual el
UORF2/SCUORF inhibe la traduccién de ATB2.

El mecanismo SIRT representa un modo flexible de responder a las
fluctuaciones diurnas en la concentracién de sacarosa en plantas, sugiriendo que es
probable gque un mayor ndmero de genes se regulen a través de este mismo
mecanismo. El andlisis de las secuencias de los transcritos de los genes que codifican
para los factores de transcripcion tipo bZIP mostraron que la secuencia
UORF2/SCUORF esta conservada en varios genes de plantas (Wiese et al. 2004).
Secuencias similares a UORF2/SCUORF se encuentran en 5 mensajeros de proteinas
bZIP de Arabidopsis, y en mensajeros de bZIP de otras especies de plantas, tanto
monocotiledoneas como dicotiledéneas (Wiese et al. 2004; Wiese et al. 2005).
Recientemente, la regulacién SIRT se ha demostrado experimentalmente para otras

dos proteinas bZIP: AtbZIP2 y AtbZIP44, sugiriendo un mecanismo de regulacién en
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comun para un grupo pequefio de factores de transcripcién de tipo bZIP en el reino
vegetal (Wiese et al. 2004; Wiese et al. 2005; Hummel et al. 2009).

3.4. Regulacion post-traduccional - Estabilidad/Degradacion de proteinas.

Estudios globales a nivel de regulacién de proteinas por degradacion indican
gue la estabilidad de las proteinas y su degradacién selectiva estan surgiendo como
mecanismos importantes de regulacién para casi todas las vias de sefalizacion en las
plantas (Vierstra 2003; Smalle y Vierstra 2004; Vierstra 2009). Por ejemplo, la
estabilidad de la ciclina CICD3;1 y del factor de transcripcion EIN3 depende de los
niveles de azucares, sugiriendo que los mecanismos post-traduccionales que modulan
la vida media de las proteinas juegan un papel importante en la regulacién para la
respuesta a carbono (Yanagisawa et al. 2003; Planchais et al. 2004).

El mecanismo que controla la estabilidad de las proteinas mediante la accién
del proteosoma es el mejor caracterizado en plantas (Vierstra 2009). El proteosoma es
un complejo multiproteico que degrada a las proteinas que tienen unida
covalentemente una cadena de proteinas pequefias denominadas ubiquitinas (Vierstra
2003). Particularmente durante la sefalizacion por azlcares, se ha visto que los niveles
enddgenos de la ciclina CICD3;1 disminuyen en ausencia de sacarosa a través de un
mecanismo dependiente de la accion del proteosoma en células de Arabidopsis
(Planchais et al. 2004). Para el caso del factor transcripcional EIN3 de Arabidopsis, se
ha observado que la glucosa acelera su degradacion al potenciar la actividad del
proteosoma (Yanagisawa et al. 2003). Aun se desconoce de que manera la sefial de
azucar condiciona la actividad del proteosoma en las células.

Un estudio de transcripcion global también sugiere la participacion del
proteosoma durante la sefalizacion por azlcares (Osuna et al. 2007). 15 genes que
codifican para proteinas tipo E3-ligasa, las cuales son enzimas que catalizan la
poliubiquitinacién de proteinas, se proponen como buenos candidatos de componentes
de la via de sefalizacion por sacarosa (Osuna et al. 2007). La funcién de dichas E3-
ligasas seria regular la degradacion de un grupo de proteinas especificas e importantes
para el metabolismo y crecimiento en células deprivadas de carbono. Aun faltan mas
estudios que permitan identificar proteinas especificas del proteosoma asociadas a la
sefalizacion por azucares y para determinar cual es la relevancia de esta regulacion

dentro del contexto de la sefalizacion por azlcares en plantas.

45



3.5. Modulacién de actividad por modificaciones covalentes.

La modificacion de proteinas por fosforilacion y desfosforilacion es un
mecanismo importante para regular su funcién y actividad. Un estudio reciente en
extractos proteicos totales de células en suspension de Arabidopsis identifico 2172
sitios Unicos de fosforilacion en 1346 proteinas diferentes, especulando que la mayoria
de los procesos celulares en Arabidopsis van a estar regulados por varios eventos de
fosforilacion (Sugiyama et al. 2008). Hasta el momento muy pocas cinasas y fosfatasas
se han relacionado a las vias de sefializacion por azlcares a excepciéon de la
hexocinasa y las proteinas SnRKs, quienes podrian conformar una red regulatoria
responsable de controlar la fosforilacion de otras proteinas en respuesta a azucares.
Aunque por el momento no hay evidencias en este respecto, no se descarta que otros
tipos de modificaciones covalentes modulen la funcién y/o actividad de las proteinas
durante la sefalizacién por azlcares. Estudios futuros dardn mas luz acerca del
impacto de estos tipos de mecanismos de regulacion post-traduccional dentro de las

vias de sefalizacion por azucares en plantas.

4. Antecedentes directos del proyecto

En nuestro laboratorio, la sefializaciéon en respuesta a glucosa ha sido estudiada
principalmente a través del aislamiento de mutantes de A. thaliana con sensibilidad
reducida a glucosa denominadas gin (insensibles a glucosa), las cuales fueron
obtenidas por ser capaces de elongar su hipocotilo, expander sus cotiledones y
enverdecer en un medio con 6% de glucosa (Figura 10). La caracterizacion detallada de
dichas mutantes mediante analisis de complementacion y estudios fisiolégicos vy
moleculares constituye una excelente estrategia experimental para identificar
componentes involucrados en esta compleja via de regulacién y obtener una visién
integral de los mecanismos utilizados por las plantas para percibir y responder a

glucosa (Tabla 7).

Figura 10 - (a) Plantulas de tipo silvestre
crecida en 7% de glucosa durante 3
dias, (b) Plantulas insensibles a glucosa
con fenotipo gin crecidas en 7% de
glucosa durante 3 dias.
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Entre las mutantes gin aisladas en el laboratorio, destaca aquella que codifica
para la proteina GIN6/ABI4 que parece ser un punto de convergencia entre las
respuestas a glucosa y a la hormona vegetal ABA (Arenas-Huertero et al. 2000). El
andlisis de las mutantes en el gen ABI4 (abi4, gin6, sun6, sis5 e isi3) sugiere que la
proteina GIN6/ABI4 tiene una funcion importante en el desarrollo y morfogénesis
temprana de la plantula y también en modular la expresién de genes implicados en
fotosintesis en respuesta a glucosa en Arabidopsis (Arenas-Huertero et al. 2000; Huijser
et al. 2000; Laby et al. 2000; Rook et al. 2001).

Tabla 7 — Mutantes insensibles a glucosa (gin) aisladas en Arabidopsis thaliana

Mutante Alelos Gen Participa en... Referencias
ginl aba2, isi4, sdrl, sis4 | Dehidrogenasa/reductasa | Biosintesis de ABA Zhou et al. 1998; Rook et al.
de cadena corta citosolica 2001; Cheng et al. 2002.
gin2 Hexocinasal Via de sefializacién por glucosa | Moore et al. 2003.
(funcién receptora)
gin5 aba3 Sulfurasa del cofactor de Biosintesis de ABA Arenas-Huertero et al. 2000;
molibdeno Schwartz et al. 1997; Xiong et
al. 2001.
giné abi4, isi3, sun6, sis5, | Factor de transcripcion Vias de sefializacién por Finkelstein et al. 1998; Arenas-
asal, san5 de la familia AP2/ERF glucosay por ABA Huertero et al. 2000; Huijser et
(ABI4) Germinacion y desarrollo al. 2000; Laby et al. 2000;
temprano de la plantula Quesada et al. 2000; Rook et al.
Sefializacion retrograda 2001; Koussevitzky et al. 2007;
Mizoguchi et al. 2005.
gin9 Factor de transcripcion de | Vias de sefializacion por Leon, P (comunicacion
la familia bZIP (ABI5) glucosa y por ABA personal)

ABI4 es un gen Unico en el genoma de Arabidopsis thaliana, cuya mutacién tiene
un efecto pleiotropico sobre el fenotipo de Arabidopsis. En la Tabla 8 se enlistan los
diferentes alelos identificados para el gen ABI4 asi como la localizacion de las
mutaciones y los distintos fenotipos asociados a la mutacion de dicho gen. También en
la Tabla 8, resalta que la mutante abi4 puede continuar su desarrollo en presencia de
altas concentraciones de azlcares, osmolitos, sales y ABA sugiriendo que la proteina
ABI4 forma parte de un punto de control general de respuesta a éstres durante el
desarrollo temprano de las plantulas (Finkelstein et al. 1998; Arenas-Huertero et al.
2000; Huijser et al. 2000; Laby et al. 2000; Quesada et al. 2000; Rook et al. 2001;
Mizoguchi et al. 2005; Penfield et al. 2006). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos
invertidos a la fecha para conocer detalladamente las funciones de este factor
transcripcional, no se ha establecido claramente la funcion de ABI4 durante el

desarrollo, ni en las via de sefalizacién en las que participa.
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Tabla 8 — Alelos del gen ABI4.

*)

Alelos Mutacion Fenotipo Referencias
giné | T-DNA a -2 kb Insensibilidad a azucares durante el Arenas-Huertero et al. 2000;
] establecimiento temprano de la plantula. | Huijser et al. 2000; Laby et
suné |G — A (stop; 80 aa) 1 al. 2000; Rook et al. 2001.
T-DNA a-44b
sis5 | C — T (stop; 193 aa) I
C > T (stop; 39 aa) m
G — A (stop, 80 aa) v
G — A (Glu—Leu en aa 69) v
isi3  |EMS
abi4 | cambio de marco de lectura en
residuo 157; genera proteina
truncada de 240 aa VI
abi4 |idem VI | Insensibilidad a ABA durante la Finkelstein et al. 1998;
germinacion y el establecimiento Mizoguchi et al. 2005.
temprano de la plantula.
asal |T-DNAa-2.1kb
rearreglo en el final del exén y
comienzo del UTR 3° v
safi5 |EMS Tolerancia a estres salino y osmético Quesada et al. 2000.
durante la germinacion y el
establecimiento temprano de la plantula.
abi4 | idem ® VI Afecta moyi]izacién de lipidos de reserva | Penfield et al. 2006.
en el embrion en respuesta a ABA
durante la germinacion.
abi4  |idem ® VI Afecta expresion del gen fotosintético Koussevitzky et al. 2007.
Lhcb en respuesta a glucosa.
abi4 | idem® VI Afecta crecimiento (:{e la raiz en Signora et al. 2001.
respuesta a ABA , nitrato y trealosa.
abi4  |idem ® VI Insensibilidad a trealosa para regular | Ramon et al. 2007.

genes del metabolismo de almidén

® En esta columna se indica el tipo de mutacién y su localizacién en las regiones regulatorias o regién codificante de
ABI4 segun corresponda. Los nimeros romanos a la derecha de la columna corresponden a la ubicacion de tales
mutaciones en la secuencia de la proteina ABI4 esquematizada en la Figura 11.

4.1. El factor de transcripcion ABI4: estructura proteica

El gen ABI4 codifica para un factor de transcripcion exclusivo de plantas

perteneciente a la familia AP2/ERF (Finkelstein et al. 1998; Bossi 2002; Sakuma et al.
2002). La proteina ABI4 consta de un dominio de union al DNA tipo APETALAZ2

(Finkelstein et al. 1998), un dominio de localizacion nuclear (Le6n P, comunicacion

personal) y dominios asociados a la activacion de la transcripcién (Soderman et al.
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2000) (Figura 11). Ort6logos del gen ABI4 de Arabidosis se identificaron en maiz y arroz
(Niu et al. 2002; Yu et al. 2002), los cuales comparten con ABI4 una alta homologia

dentro del dominio de unién al DNA.

I vV IIV I VI VII
", O—

b N AP2 Q Pl |A

2244 55 109 112 13F 182 208 275 2899 295326

e
34 Lili]

Figura 11 — Esquema de los dominios estructurales de la proteina ABI4 (328 aa). Los
nameros arabigos indican la posicion del amino acido que limita a cada uno de los
dominios. El dominio N se solapa con los dominios D y AP2 por lo tanto, su localizacién
precisa se indica en la llave marcada con un asterisco. Los niimeros romanos sefialan la
localizacion de las mutaciones en el marco de lectura abierto del factor ABI4 descritas en
la Tabla 8. D: secuencia PEST, asociada a degradacion de proteinas; N: secuencia de
localizacion nuclear; AP2: dominio de unién al DNA tipo APETALA 2; S: dominio rico en
sitios de fosforilacion; Q: dominio rico en glutaminas; P: dominio rico en prolinas; A:
dominio rico en aminoacidos acidos. La funcionalidad de la secuencia N de localizacién
nuclear ha sido demostrada in vivo (Ledn P, comunicacion personal). La delecion de los
dominios Q, P y A evita la transcripcién de un reportero en levaduras, indicando que los
dominios comprendidos entre las posiciones 157-327 forman parte del dominio activador
de la transcripcién (Soderman et al. 2000). Los dominios Q, P y A también podrian
funcionar como dominios de interaccidon proteina-proteina, aunque esto no ha sido
demostrado adn.

El andlisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina ABI4 indica
gue ésta presenta al menos otras dos secuencias de funcionalidad ain no demostrada.
Estas son una regién rica en serinas y treoninas probable blanco de proteinas cinasas
(Finkelstein et al. 1998) y una secuencia con similitud a la secuencia PEST en la region
amino terminal. Esta secuencia PEST en otros genes funciona como una sefial que
dirige a ciertas proteinas a degradaciébn mediante la accién del proteosoma o de
proteasas especificas (Rechsteiner y Rogers 1996). Por otro lado, la identificacion de
una decena de alelos de ABI4 con mutaciones en diferentes posiciones del gen apuntan
a sitios importantes para el control de su regulacion y actividad (Tabla 8; Finkelstein et
al. 1998; Arenas-Huertero et al., 2000; Huijser et al. 2000; Laby et al. 2000; Quesada et
al. 2000; Rook et al. 2001; Mizoguchi et al. 2005). Por ejemplo: la insercion de un T-
DNA 2 kb rio arriba del ATG indica la presencia de elementos en cis importantes para

controlar la transcripcién (Arenas-Huertero et al. 2000); un cambio de glutamato a
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leucina en la posicion 69 del dominio AP2 sugiere que este amino &acido podria ser
importante para el plegado correcto de la proteina o para la unién/reconocimiento del
DNA (Figura 11; Laby et al. 2000). Si bien se han dedicado numerosos esfuerzos
dirigidos a esclarecer la funcion de los diferentes dominios de ABI4, aun faltan muchos
mas estudios para caracterizar a la proteina ABI4 enddgena. Por lo tanto, en este
trabajo se pretende realizar experimentos encaminados a conocer la regulacion y

funcién de la proteina ABI4 durante la sefializacion por azucares en Arabidopsis.
4.2. El factor de transcripcién ABI4: patrén de expresion de su promotor

La expresion del gen ABI4 estd intimamente controlada durante las distintas
etapas del desarrollo de Arabidopsis. El andlisis del gen ABI4 y de su promotor indican
gue ABI4 se expresa durante la maduraciéon de las semillas, la germinaciéon y el
desarrollo temprano de la plantula (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al.
2003; Penfield et al. 2006). En plantas transgénicas portadoras del promotor de ABI4
fusionado al gen reportero GUS y crecidas en 1% de sacarosa, se ha visto que el
promotor de ABI4 se expresa en el embrion desde la etapa globular (Soderman et al.
2000; Penfield et al. 2006). En el tejido vegetativo se ha visto expresion en el hipocotilo,
cotiledones y 4pice radicular de plantulas jévenes con una actividad mayor en estadios
jovenes que va disminuyendo gradualmente hasta desaparecer alrededor de los dias
10-15 después de la germinacion (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003). No hay expresion
detectable del transgén pABI4::GUS en plantas adultas (Bossi 2002). Estos resultados
sugieren que el promotor de ABI4 responde a una etapa particular del desarrollo.

Estudios iniciales indicaron que la abundancia del mensajero de ABI4 cambia en
respuesta a azucares (Arenas-Huertero et al. 2000). Por lo tanto, la regulacién del gen
ABI4 se evalub en respuesta a glucosa utilizando las plantas transgénicas
anteriormente mencionadas. El analisis de expresion del promotor de ABI4 en respuesta
a glucosa indicé que las plantas crecidas en presencia de glucosa tienen aumentada la
actividad del reportero GUS hasta 20 veces, demostrando que la glucosa aumenta los
niveles de acumulacién de ABI4 (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003). En adicién a la
glucosa, la expresion del gen ABI4 puede ser modulada por una gran variedad de
estimulos, entre los que se incluyen altas concentraciones de glucosa (Arroyo et al.
2003), trehalosa (Ramoén et al. 2007), fitohormonas (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003), y
osmolitos (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003).
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4.3. El papel del factor de transcripcion ABI4 en la via de sefalizacion por

azlcares en Arabidopsis thaliana

La funcion de la mayoria de los factores de transcripcion es unirse a una
secuencia especifica del DNA sobre el promotor de su(s) gen(es) blanco(s) y modular
asi su transcripcion. Por lo tanto, siendo ABI4 un factor de transcripcion se predice que
los efectos fenotipicos observados en mutantes abi4 dependen de cambios en la
modulacion de la expresion de diversos genes en Arabidopsis.

En 2002, se demostré que la proteina ABI4 de maiz es capaz de unirse a la
secuencia CACCG (que se denominé caja tipo CE-1) (Niu et al. 2002). Esta secuencia
esta presente en el promotor del gen ABI4 y, por lo tanto, se propuso que ABI4 actuaba
como un represor de su propia transcripcion (Niu et al. 2002). Reportes mas recientes
en la literatura indicaron que ABI4 también se une de manera eficiente a los promotores
de los genes fotosintéticos sobre otros dos elementos en cis asociados a la respuesta a
azucar: la caja S y el motivo CCAC (Acevedo-Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al.
2007). La regulacion de la expresion de los genes relacionados a fotosintesis depende
de la funcion represora de la transcripcién del factor ABI4 en respuesta a altas
concentraciones de azucares (Acevedo-Hernandez et al. 2005). Por otro lado, en esta
tesis se presentan datos que demuestran que ABI4 es un activador de su propia
transcripcién durante el desarrollo postgerminativo y en respuesta a las sefiales
disparadas por glucosa, ABA y estrés osmoético en plantulas de A. thaliana (Bossi et al.
2009); y que ABI4 funciona como activador de la transcripcién del gen del metabolismo
de almidon SBEZ2.2, que codifica para la enzima ramificadora de almidén, y del gen
ABI5, que codifica para un factor de transcripcién bZIP implicado en las respuestas a
ABA vy glucosa (Bossi et al. 2009). Por consiguiente, ABI4 parece funcionar como un
regulador dual de la transcripcidbn en respuesta a azlcares. Aln se desconoce el
mecanismo por el cual ABI4 decide actuar como represor 0 como activador, sin
embargo es probable que ésto dependa, al menos parcialmente, de la interaccién de
ABI4 con otras proteinas regulatorias sobre el DNA.

A pesar de los estudios realizados hasta este momento, ain no se ha
establecido claramente el papel de ABI4 durante el desarrollo ni durante las respuestas
a glucosa y estrés. Por ello resulta importante estudiar detalladamente el patron de
expresion de la proteina ABI4 en diferentes érganos y etapas del desarrollo de la planta

asi como la regulacién de su expresion a diferentes niveles, e intentar identificar nuevos
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genes blanco del factor ABI4. ElI conocimiento generado de tales estudios,
indudablemente ayudara a comprender mejor el papel de este gen en la via de
transduccién de sefales activada por glucosa y, por consiguiente, del mecanismo
molecular que regula una de las vias de sefializacion de glucosa para plantas

superiores.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Caracterizar el papel de la proteina ABI4 en la via de sefalizacion por glucosa

en Arabidopsis thaliana.
5.2. Objetivos especificos

- Generar anticuerpos contra la proteina ABI4 de Arabidopsis thaliana para
determinar su patron de expresion en los distintos organos y etapas del
desarrollo, y en respuesta a glucosa.

- Identificar posibles genes blancos del factor de transcripcion ABI4.

- Estudiar la interaccion in vitro entre la proteina ABI4 y las regiones regulatorias
de los genes blancos identificados.

- Analizar el efecto de la interaccion proteina/DNA sobre la transcripcion de los
genes blancos.

- Determinar el impacto de la autoregulacion transcripcional del gen ABI4 en
plantulas de Arabidopsis durante la germinacion, el establecimiento de la

plantula y en respuesta a glucosa.
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6. Metodologia

Los protocolos empleados para los ensayos EMSA, el andlisis de expresion
transitoria en protoplastos de Arabidopsis, el analisis de abundancia de mensajero por
Northern blot y/o RT-PCR y los andlisis histoquimicos y fluorimétricos de las plantas
transgénicas pABI4::GUS estan extensamente detallados en la seccion Experimental
Procedures de Bossi et al. (2009) en el Apéndice Il, por lo tanto no se describen en esta
seccion.

A continuacion solamente se presenta la metodologia empleada para la
generacién de los anticuerpos anti-ABIl4, los analisis de western blot, la generacién de
plantas transgénicas sobre-expresoras del gen ABI4 y la delecion de la secuencia PEST
de ABI4 por mutagénesis dirigida.

- Clonacién de la proteina recombinante GST-ABI4

La region codificante completa del gen ABI4 fue amplificada por PCR con los
siguientes primers: 5 -ATGGACCCTTTAGCTTCC-3" y 5 -CTTGACCGACCTTAGGGATGC-
3. El producto de PCR se incubd con T4-polimerasa para generar extremos romos y
posteriormente se clon6é en el sitio de restriccion Smal en el vector de expresion
PGEX2T en la cepa XL1-blue de Escherichia coli. Este vector permite clonar a la
proteina de interés adyacente a la proteina glutation S- transferasa (GST) generando
una proteina de fusiébn GST-ABI4. El inserto en pGEX2T fue secuenciado utilizando un
primer interno de GST (5° GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 37), lo que permitié
corroborar que la secuencia clonada de ABI4 se encuentra en fase y ademas no
presenta mutaciones debido al PCR.

- Sobreexpresion v purificacion de la proteina recombinante GST-ABI4

Para sobre-expresar y purificar la proteina GST-ABI4 en Escherichia coli, se siguio

el siguiente protocolo:

1- Preparacion de pre-indculo: crecimiento de 1 colonia bacteriana en 2 ml de
medio de cultivo LB liquido mas 100mg/ul de ampicilina durante toda la noche a
37°C en agitacion.

2- Inocular el pre-inéculo en 250 ml medio LB liquido mas 100mg/ul de ampicilina.
Incubar a 37°C en agitacidon aproximadamente durante 3.5h. Cuando el cultivo
alcance una absorbancia igual a ODgyonm=0.8, inducir con 0.6mM de IPTG
durante 4h a 30°C.

3- Recolectar las bacterias por centrifugacion (10-15 minutos, 5000 rpm, 4°C).

4- Resuspender la pastilla (bacterias) con 5 ml de PBS 1X frio mas 10 microlitros
de PMSF 100 mM. Afiadir 0.1 volumen de lisozima (10 mg/ml en 25 mM Tris
pH8) e incubar durante 1h en agitacion a 4°C.

5- Realizar un ciclo de congelacion (30 minutos a -70°C) / descongelacién antes de
sonicar el lisado mediante pulsos de 25-30 segundos durante 10 minutos.

6- Afadir 1% tritdn (concentracion final), incubar en agitacion durante 30 minutos a
4°C, y centrifugar el lisado (10 minutos,10000 rpm, 4°C).

7- Transvasar el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar la resina glutation
agarosa. Incubar 30 minutos en agitacion a 4°C.

8- Dejar fluir el eluido a través de una columna y lavar la columna con 5 ml de PBS
1X, 3 veces.

9- Eluir con 500 pl de glutation reducido: dejar asentar el glutation 10 minutos en la
columna a temperatura ambiente luego eluir. Recuperar 3 eluciones de 500 pl
cada una.
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10- Correr la proteina GST-ABI4 recuperada en el paso anterior en un gel de
poliacrilamida y electroeluir durante 1 hora a 3 watts.

11- Finalmente, emplear a la proteina de fusién obtenida para generar anticuerpos
policlonales en conejos.

- Inmunizacién de un conejo con la proteina recombinate GST-ABI4

Antes de comezar con las inmunizaciones se tomé suero preinmune de 4 conejos.
Estos sueros se utilizaron como el anticuerpo primario para realizar ensayos de western
blot de extractos totales de proteinas extraidas de bacterias y plantas. De los 4 conejos
cuyo suero fue analizado, se procedié a la inmunizacién con GST-ABI4 de aquel conejo
cuyo suero mostraba un fondo méas limpio en la membrana de western blot. El
procedimiento de inmunizacion constd de 7 inyecciones en total, cada una de las cuales
contenia 50-100 microgramos de proteina recombinante GST-ABI4 segln
disponibilidad. La primera de las inyecciones contenia a la proteina GST-ABI4 obtenida
por trituraciébn de las bandas cortadas a partir de un gel de poliacrilamida y al
coadjuvante completo de Freud. Las siguientes inyecciones incluyeron a la proteina
GST-ABI4 electroeluida més al coadyuvante incompleto. Entre la primera y la segunda
inyeccion transcurri6 un mes; y entre cada una de las siguientes 6 inyecciones
transcurrieron 3 semanas. Después de una semana de la tercera y de la quinta
inmunizacion se tomd una muestra del suero y se evalud su capacidad de detectar a
ABI4 en extractos de plantas. Debido a que no fue posible detectar a la proteina ABl4
en extractos proteicos obtenidos de plantas, se continuaron las inyecciones hasta
completar 7 inmunizaciones. Una semana después de la séptima inmunizacion se
recuperd todo el suero del conejo.

- Material y condiciones de crecimiento

Para todos los experimentos, las semillas desinfectadas se sembraron en
condiciones de esterilidad en medio GM compuesto por sales Murashige y Skoog 1X
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), vitaminas B5 (Sigma Inc., St Louis, MO, USA),
0.05% de MES, 1% de sacarosa (u otra fuente de carbono) y 0.7% de fitoagar. Para
romper dormancia y sincronizar la germinacioén las semillas se incubaron 3 dias a 4°C
antes de transferirse a 22°C con un fotoperiodo estandar de 16 horas de luz (120 uM m?
sec™) y 8 horas de oscuridad donde se mantuvieron por el tiempo indicado en cada
experimento.

Para los analisis de western blot se emplearon semillas y plantas de tipo silvestre de
Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia-0 (Col-0), de tres alelos mutantes de abi4 y
de 10 lineas transgénicas independientes que sobre expresan el gen ABI4 (35S::ABl4-
HA). Las lineas mutantes homécigas en abi4 empleadas corresponden a la mutante
abi4 original (Finkelstein et al., 1998) y a dos lineas independientes, lineas 19.9 y 4.4,
generadas por mutagénesis mediante rayos y. Todos los alelos abi4 mutantes estan en
el ecotipo Col-0. Las semillas de Col-0 y abi4 se obtuvieron del Arabidopsis Biological
Resource Center (ABRC), las lineas 19.9 y 4.4 fueron provistas por Eiji Nambara
(RIKEN Plant Science Center, Japon) y las lineas 35S::ABl4::HA se generaron de la
siguiente manera. Para obtener las las linas transgénicas 35S::ABlI4::HA se
transformaron plantas Col-0 con el vector binario pART27 (Gleave 1992), el cual porta el
gen ABI4 completo adjacente a la secuencia que codifica para el epitope hemaglutinina
A (HA) y bajo la regulacion del promotor constitutivo viral 35S. Las plantas transgénicas
sobreexpresoras de ABI4 se seleccionaron en 50 pug/ml de kanamicina.

Los andlisis por western blot se hicieron a partir de extractos crudos de proteinas
obtenidos de semillas secas y embebidas; y de plantulas Col-0, mutantes abi4 y lineas
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sobre expresoras crecidas en medio GM y en medio suplementado con 7% de glucosa,
7% de manitol, 1uM de ABA o0 5 uM de ABA.

Las lineas abi4 x pABI4::GUS se obtuvieron a partir de la cruza entre plantas abi4 y
2 lineas transgénicas independientes (pABI4::GUS 1D y pABI4::GUS 4A) portadoras del
gen reportero GUS bajo la regulacién de la regién 5 reguladora de ABI4 (3kb). Tanto la
mutante abi4 como las transgénicas estan en el ecotipo Col-0. Las lineas transgénicas
fueron provistas por la Dra. Ruth Finkelstein (Universidad de California, Santa Barbara,
USA). Las cruzas se seleccionaron por su insensibilidad a 7% de glucosa y 50 ug/ml de
kanamicina. Los andlisis de induccion se realizaron empleando medios GM adicionados
con 1% de sacarosa, 4% y 7% glucosa, 4% y 7% manitol, 100nM de ABA, y
combinaciones de glucosa-ABA y manitol-ABA segln se indica en Bossi et al, 2009.

Las lineas abi4 x pCLAL::GUS se obtuvieron a partir de la cruza entre plantas abi4 y
2 lineas transgénicas independientes portadoras del gen reportero GUS bajo la
regulacion de la region 5 reguladora de CLA1 (1524pb). Tanto la mutante abi4 como
las transgénicas pCLALl::GUS estan en el ecotipo Col-0. Las lineas transgénicas
pCLAL::GUS fueron generadas en el laboratorio (Estévez et al. 2000). Las cruzas se
seleccionaron por su insensibilidad a 7% de glucosa y 50 pg/ml de kanamicina. Las
lineas de delecién del promotor de CLAL analizadas por Northern blot también fueron
generadas en el laboratorio (Romero-Guido et al. 2001). Los analisis de induccién se
realizaron empleando medios GM adicionados con 1% de sacarosa, 5% o0 7% glucosa y
5% 0 7% manitol.

- Deteccidén de la proteina ABI4 por Western blot

La deteccion de la proteina recombinante ABI4-GST en extractos bacterianos se
realizé utilizando lisados crudos completos de E. coli, los cuales se extrajeron con
Laemmli 2x (4% de SDS, 20% de glicerol, 10% de pB-mercaptoetanol, 0.004% de azul de
bromofenol y 0.125M de Tris HCI pH6.8). Las proteinas se corrieron en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 1h, en
agitacion constante a 4°C. La eficiencia de la transferencia se verifico por tincion con
Ponceau S (0.1% de Ponceau S, 1% de acido acético glacial). La membrana se bloque6
con 5% de leche en PBS 1X (137mM de NaCl, 2.7mM de KCI, 4.3mM de Na,HPQO,,
1.47mM de KH,PO,;) mas 0.1% Tween durante toda la noche a 4°C. Como primer
anticuerpo se utilizé el anti-ABl4 generado (1:1000-1:2000) o el anti-GST (1:1000;
Zymed, South San Francisco, USA) segun se indique. La membrana se incubé con el
primer anticuerpo en PBS 1X durante 1 a 2h y con el segundo anticuerpo durante 30
minutos. La membrana se reveld con el kit de revelado para fosfatasa alcalina (Zymed,
South San Francisco, USA).

Los extractos crudos de proteinas se aislaron a partir de semillas embebidas y
secas con el siguiente buffer: Tris pH8 20mM, NaCl 20mM, inhibidor de proteasas; y de
plantulas crecidas en los diferentes medios de crecimiento empleando como buffer de
extraccion Laemmli 1X (2% de SDS, 10% de glicerol, 5% de B-mercaptoetanol, 0.002%
de azul de bromofenol, 0.125 M de Tris HCI pH6.8). Los extractos crudos se corrieron
en un gel SDS-poliacrilamida 8-10%. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa durante 1h, en agitacion constante a 4°C. La eficiencia de la transferencia
se verific6 con Ponceau S. La membrana se bloqued con 5% leche en PBS 1X mas
0.1% Tween durante toda la noche en agitacion a 4°C. Como primer anticuerpo se
utilizé el anti-ABI4 o el anti-HA Y-11 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA).
Las condiciones del western blot son similares a las del parrafo anterior.
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- Purificacion del anticuerpo anti-ABI4

El anti-ABI4 generado en el laboratorio se purificé por afinidad (Lillie y Brown 1987).
Para ello se corri6 un gel con cantidades elevadas de la proteina ABI4-GST purificada,
el cual se transfirié luego a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloqued
con leche e incubd con el anti-ABI4 como en un Western blot tipico. Finalmente, la
membrana se lavé y el anti-ABI4 se recuperd a partir de la membrana con una solucién
de 0.2M de glicina pH2.7. La solucién de glicina que contenia al anicuerpo anti-ABl4 se
neutralizé con Tris pH8.

- Clonacién del gen ABI4::HA en vector binario pART27

La clonacion de ABI4::HA se realizé en dos etapas.

Etapa 1: el gen ABI4 completo se amplificé por PCR con los siguientes primers 5-
GGGCCATGGACCCTTTAGCTTC-3" y 5 -CCCACCATGGGATCAATAAAAT-3". El producto
del PCR se clon6 en el vector TOPO (Invitrogen, Carlsbard, USA). Posteriormente, el
gen ABI4 se subcloné en el sitio Ncol en el vector pPILY (Ferrando et al. 2000). El
vector pPILY permite clonar el gen de interés entre el promotor 35S y el epitope HA.

Etapa 2: La contruccion 35S::ABI4::HA contenida en el vector pPILY se subcloné en
el sitio de restriccion Notl en el vector pART27 (Gleave 1992) en E. coli. El vector
pART27 se transfirid6 a Agrobacterium tumefasciens a traves de cruza triparental. Las
clonas positivas se seleccionaron con 100 ug/ml de spectinomicina, y se emplearon
para transformar botones florales de Arabidopsis thaliana por infiltracion.

- Delecion de la secuencia PEST de ABI4 por mutagénesis dirigida

La delecion de la secuencia PEST (HNNPQSDSTTDSSTSSAQ) de la proteina ABl4 se
realizé a través de mutagénesis por PCR. Primero se amplificé por PCR un fragmento
de 903pb del gen ABI4 empleando los oligos 5-AACCATCTGGAAGATAATAACCAAACC
CTAACCCGCAAACGCAAAGGCAAA-3° y 5-CCCACCATGGGATCAATAAAAT-3". Para
favorecer el éxito de la reaccién de amplificacion se realizaron 5 ciclos con una
temperatura de annealing de 35°C y 20 ciclos con una temperatura de 55°C. El producto
obtenido de esta reaccion de PCR se purifico y unos 500 ng del fragmento purificado se
emplearon como templado para una segunda reaccion de amplificaciébn con los
siguientes primers 5 -GGGCCATGGACCCTTTAGCTTCCCAACATCAACACAACCATCTGG
AAGAT-3" y 5-CCCACCATGGGATCAATAAAAT-3". Igual que en la reaccion de PCR
anterior, la temperatura de annealing para los primeros 5 ciclos fue de 45°C y para los
siguientes 20 ciclos de 55°C. Asi, se obtuvo un fragmento de 933pb de ABI4 que carece
de la secuencia PEST, el cual se clon6 en TOPO, y posteriormente en el vector HBT-
GFP (Chiu et al. 1996). Asi se gener6 un vector para expresar transitoriamente en
protoplastos a la proteina recombinante ABI4-GFP, la cual puede ser detactada al
microscopio gracias a la fluorescencia emitida por la proteina verde fluorescente GFP.
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7. Resultados

7.1. ABI4 y la sefalizacion por azUcares en plantas

La proteina ABI4 se reporta repetitivamente como un elemento esencial de la via de
sefalizacion por glucosa en Arabidopsis thaliana (Arenas-Huertero et al. 2000; Huijser
et al. 2000; Laby et al. 2000; Rook et al. 2001), sin embargo aun se desconocen tanto
su regulacion como su funcion durante la sefializacion por azlcares en plantas. Para
tratar de comprender la funcién de la proteina ABI4 se trazaron dos grandes objetivos
durante el desarrollo de esta tesis. Por un lado se plante6 estudiar el patron de
expresion y la regulacion de la proteina ABI4 enddgena; y por otro lado se propuso
tratar de entender su funcién como factor de transcripcion responsable de la modulacion
de la expresion de genes blancos durante la respuesta a glucosa. Siguiendo con esta
estructura de dos objetivos generales con sus respectivos objetivos especificos, los
resultados seran presentados en secciones independientes. Las dos primeras
secciones “7.1.1. Deteccion de la proteina ABI4 enddgena: la historia inconclusa” y
“7.1.2. La bioinformatica al servicio de ABI4 — parte 1" contienen los resultados sobre los
estudios de la proteina enddgena y sus desafios. Las siguientes secciones comprenden
“7.1.3. La identificaciébn de los blancos directos del factor de transcripcion ABI4: los
genes ABI4, ABI5 y SBE2.2" y “7.1.4. El factor ABI4 actia como un regulador positivo
de la transcripcion de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2” (donde se presenta un breve
resumen de los resultados mas relevantes publicados en The Plant Journal por Bossi et
al. 2009, Apéndice | de esta tesis), y las secciones “7.1.5. El caso DXS1: blanco
indirecto de ABI4 en respuesta a glucosa?” y “7.1.6. La bioinformatica al servicio de
ABIl4 — parte 2". Las tablas y figuras suplementarias de la seccién 7.1.6. encuentran
detalladas en el Apéndice Il. Finalmente, en el Apéndice Il se incluyen los resultados de
varios andlisis exploratorios realizados durante esta tesis que por limitaciones de tiempo

no se continuaron.
7.1.1. Deteccion de la proteina ABI4 enddgena: la historia inconclusa

El analisis del transcrito del gen ABI4 ha sido muy extenso (Soderman et al.
2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003; Penfield et al. 2006; Bossi et al. 2009) mientras
gue los reportes relacionados a la proteina ABI4 son escasos y limitados (Soderman et
al. 2000). Con el objeto de realizar estudios sobre la proteina ABI4 enddgena se decidid

generar anticuerpos policlonales mediante el uso de la proteina recombinante GST-
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ABI4 que contiene la secuencia de amino acidos completa de ABI4. La sobre expresion
de la proteina recombinante se purificd segun el protocolo detallado en la seccién 6 de
esta tesis (Figura 12a y 12b). La proteina especifica se extrajo por electro-elucion

(Figura 12c, carriles 3y 4).

Figura 12 - Sobre-expresién y purificacién de proteina
recombinante GST-ABI4 en E. coli.

a) Gel de proteinas tefiido con colorante coomasie. Los
carriles 2 (tiempo 0) y 3 (4hs con IPTG) corresponden a
la induccién de la expresion de GST-ABI4 con 0.6mM
de IPTG durante 4hs a 30°C. Los carriles 3 a 13
documentan los distintos pasos de la purificacion de la
proteina recombinante. El carril 3 corresponde al lisado
crudo total, el 4 al sobrenadante, el 5 al pellet, el 6 al
eluido luego de pasar por la columna de glutation
agarosa, los carriles 8, 9 y 10 indican lavados de la
columna con PBS 1X, y los carriles 11, 12 y 13 son tres
muestras independientes de proteina pura eluida con
glutatiéon reducido. La banda que corresponde a la
proteina GST-ABI4 se indica con un asterisco.

b) Western blot del gel en a) con anticuerpo comercial
anti-GST. La banda que corresponde a la proteina
GST-ABI4 se indica con un asterisco.

c) Curva de electroelusion obtenida en el
espectofotdbmetro a partir del escaneado de la
absorbancia a distintas longitudes de onda de la muetra
electroeluida. El pico observado a 280mm indica la
presencia de proteina. El célculo de la concentracion de
proteina segun los valores de absorbancia determina
que la concentracién de proteina en la muestra es
0.5625 pg/ul. La concentracion estimada por férmula se
validé con un gel de proteinas tefiido con coomasie, el
cual se muestra en la esquina derecha superior del
grafico. Los carriles 1 'y 2 corresponden
respectivamente a 2.5 ug y 5 ug de BSA, y los carriles 3
y 4 corresponden a 5 pl y 10 pl de GST-ABI4 purificada.

Los anticuerpos se utilizaron para realizar andlisis de proteina tipo western blot
en extractos proteicos de semillas y plantulas donde sabiamos que la expresion del
mensajero de ABI4 es elevada (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003).
Dado que los primeros andlisis realizados con el anticuerpo resultaron negativos (Figura
13) y considerando que el factor ABI4 podria encontrarse en niveles muy limitados en
las células se cargaron cantidades elevadas de proteinas totales. Sin embargo, con
estas condiciones se obtuvieron fondos muy altos, haciendo muy dificil encontrar una
banda especifica asociada a ABI4 (Figura 13a tres ultimos carriles, y datos no
mostrados). Para resolver este problema se decidié inmunopurificar por afinidad el
anticuerpo. Empleando el anticuerpo purificado tampoco se detectd ninguna banda que
pudiera corresponder a ABI4 en extractos crudos de proteinas totales de semillas ni de

plantulas de Arabidopsis (Figura 13c y datos no mostrados). En base a estos resultados
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negativos no era posible determinar si la falta de sefial se debia a que estamos
buscando la proteina en las condiciones inadecuadas, o0 si era un problema de

sensibilidad del anticuerpo.

=

«
«—

Figura 13 - Deteccion de ABI4 en extractos proteicos totales
de semillas y plantulas de Arabidopsis.

a) Western blot con anticuerpo casero anti-ABI4. El primer
carril (de izquierda a derecha) es el marcador de peso
molecular (M). Los siguientes 5 carriles desde Oh a GST
corresponden a extractos que sobreexpresan GST-ABI4 en
bacterias (Oh: sin IPTG; 4h: sin IPTG durante 4h; 4h: con
IPTG durante 4h; ABI4: proteina recombinante GST-ABI4
pura; GST: proteina GST pura. Los ultimos 3 carriles de
este western corresponden a extractos proteicos de
plantulas Columbia (-: sin glucosa; +: con 7% glucosa) y
plantulas abi4 (+: con 7% glucosa). La banda
correspondiente a la proteina GST-ABI4 se indica con un
asterisco. Las flechas indican bandas inespecificas.

b) Western blot de extractos completos de proteinas
obtenidas de semillas secas. M: marcador de peso
molecular; Col: proteinas totales de semillas de Columbia;
abi4: proteinas totales de semillas abi4; 19: proteinas
totales de semillas de la linea de deleciéon 19.9 (delecion
completa del gen ABI4); 4: proteinas totales de semillas de
la linea de delecion 4.4 (delecion completa del gen ABI4).
Las flechas indican bandas inespecificas.

c) Western blot con anticuerpo anti-ABI4 purificado por
afinidad. M: marcador de peso molecular; +: GST-ABI4 pura
(control positivo); Col: extracto proteico total de semillas de
Columbia; 19: extracto proteico total de semillas de la linea
mutante 19.9; SE: extracto proteico total de semillas de una
linea que sobre expresa al gen ABI4.

Figura 14 - Andlisis de la sensibilidad
del anticuerpo anti-ABI4 a través de un
western blot de cantidades conocidas
de la proteina recombinante GST-ABI4,
las cuales oscilan desde 125ng a
0.015ng, segun se indican sobre cada
carril en ambos paneles.

NOTA: El anticuerpo (titulo 1:2000)
detecta la banda correspondiente a
GST-ABI4 desde 125ng hasta 0.07ng,
indicado que la sensibilidad del
anticuerpo es bastante decente. Sin
embargo, debido al fondo que genera el
anticuerpo anti-ABI4 en geles que
contienen cantidades altas de extracto
proteico, es poco probable que una
banda de tincién tan débil como la
observada con 0.07ng de proteina sea
facilmente visible en un western de
proteinas totales de Arabidopsis.

Para analizar la sensibilidad del anticuerpo se corri6 un gel con cantidades
conocidas de la proteina GST-ABI4 purificada de bacteria (desde 125ng hasta 0.015ng),
y se realiz6 un western blot usando el anticuerpo anti-ABI4 generado. Los resultados
indicaron que el anticuerpo contra ABI4 es capaz de detectar hasta 0.07ng de proteina
(1x10° moléculas de GST-ABI4) (Figura 14). Una proteina altamente expresada

constituye aproximadamente el 1% de proteina total en una célula, y 0.07ng de proteina
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es el 0.00035% y 0.00014% de 20 y 50 ug de proteina, respectivamente, que es la
cantidad de proteina total que se cargd en los geles. En base a ésto se concluy6 que el
anticuerpo no tenia una mala sensibilidad, por lo tanto la falta de deteccién de ABI4
podria deberse a la baja cantidad de proteina ABI4 en los extractos utilizados.

La falta de deteccion de la proteina ABI4 en los ensayos realizados fue un
resultado inesperado, el cual nos inspir6 a desarrollar estrategias alternativas con el
objetivo de tratar de detectar dicha proteina en Arabidopsis thaliana. Entre las
estrategias empleadas, destaca la generacion de plantas transgénicas sobre expresoras
del gen ABI4, la cual se detalla a continuacion.

Teniendo en cuenta que la abundancia de muchos factores de transcripcién es
baja, se generaron plantas transgénicas sobre expresoras de ABI4. De esta manera se
esperaba contar con una herramienta adecuada que nos permitiera detectar a la
proteina ABI4 in planta y llevar a cabo los estudios de caracterizacién bioquimica y
funcional del factor de transcripcion ABI4. Para obtener las plantas transgénicas sobre
expresoras de ABI4 a partir de un promotor fuerte y constitutivo (35S), se transformaron
plantas de tipo silvestre con una construccién que porta al gen ABI4 adyacente a la
secuencia que codifica para el epitope de hemaglutinina A (HA; Figura 15a). Este
epitope, adicionado al extremo carboxilo terminal de ABI4, nos permitiria detectar a la
proteina ABI4 con un anticuerpo comercial anti-HA, ademas de con el anticuerpo anti-
ABI4 generado en el laboratorio. Se analizaron unas 10 lineas transgénicas
independientes, a las cuales se les corroboré que tenian el transgén y que en ellas
efectivamente se sobre expresa el transcrito de ABI4 (Figura 15b). A partir de estas
plantas se obtuvieron extractos de proteinas totales de semillas y de plantulas crecidas
en medios con alta concentracion de glucosa, manitol y ABA; y se realizaron ensayos
de tipo western blot.

Para nuestra sorpresa en ninguno de las lineas transgénicas se detectdé una
banda que pudiese corresponder a ABI4 ni con el anticuerpo anti-ABI4 (Figura 15c y
datos no mostrados), ni con el anticuerpo comercial anti-HA (Figura 15d y datos no
mostrados). A partir de estos resultados resulta l6gico especular que los niveles de la
proteina ABI4 son sumamente bajos y que dichos niveles parecen estar estrictamente
regulados por lo que a pesar de gque se tenga una cantidad importante de mensajero,
este no se refleja en la cantidad de proteina. Este dato apoya la existencia de

mecanismos post-transcripcionales que regulan la acumulacion de la proteina ABI4 de
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manera estricta ya sea a nivel de traduccion o de estabilidad de la proteina ABI4. Por lo

tanto, se realizaron experimentos encaminados a analizar este aspecto.

Figura 15 - Generacion de plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobreexpresan la proteina
recombinante ABI4-HA de manera constitutiva.

a) Esquema de la construccion ABI4::HA empleada
para transformar plantas de Arabidopsis.

b) Analisis de expresion del transcrito de ABI4 por
northern blot en plantulas de tipo silvestre (Col), en
distintas lineas sobreexpresoras independientes
(SE1, SE3, SE4, SE5, SE6, SE7 y SE8), en la
mutante (abi4), y en dos lineas complementadas (C2
y C10). Todas las plantulas fueron crecidas en medio
GM durante 7-10 dias, y en cada carril se cargd 10
ng de mRNA total.

c) Deteccion de proteina ABI4-HA por western blot en
semillas y plantulas utilizando el anticuerpo anti-ABI4.
M: marcador de peso molecular; Ss: semilla seca; Se:
semilla embebida; glc: glucosa; Col: Columbia; SE4:
linea sobreexpresora ABI4-HA numero 4; abi4:
mutante abi4. En todos los carriles se cargaron 20 ug
de proteina total. Las fechas indican la presencia de
bandas inespecificas.

d) Deteccion de proteina ABI4-HA por western blot en
plantulas de la linea complementada 10 crecidas en
7% de glucosa utilizando el anticuerpo comercial anti-
HA. M: marcador de peso molecular; +: control
positivo (proteina MAPK-HA); V: plantulas de la linea
complementada C10 crecidas en 7% de glucosa que
presentan un fenotipo verde; B: plantulas de la linea
complementada C10 crecidas en 7% de glucosa que
presentan un fenotipo blanco de arresto. En todos los
carriles se cargaron 50 pg de proteina total. Las
fechas indican la presencia de bandas inespecificas.

T

M

En el laboratorio se realizaron estudios dirigidos a determinar si el mensajero de
ABI4 se regula de manera post-transcripcional. Primero se exploré la hipétesis de que la
traduccion del mensajero de ABI4 estuviera regulada. Para ello se analizé la presencia
del mRNA de ABI4 en las fracciones polisomales en plantulas de Arabidopsis crecidas
en condiciones normales y en respuesta a glucosa. Los resultados de este analisis
demostraron que el transcrito de ABI4 se carga bien a polisomas, sugiriendo que al
menos el inicio de la traduccién no estad regulado en condiciones normales ni en
respuesta a glucosa (Patricia Dupre, comunicacion personal). Adicionalmente, se
demostr6 que ABI4 es capaz de traducirse en un sistema de transcripcion/traduccion in
vitro. La figura 16 muestra que el gen completo de ABI4 clonado en un vector de
expresion bajo la direccion del promotor T7 se traduce bien in vitro. Los resultados
obtenidos a partir del andlisis de cargado a polisomas y de la transcripcién/traduccion in
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vitro de ABI4 sugirieron que la traduccion del mRNA de ABI4 no parece ser el factor
limitante en la acumulacion de la proteina ABI4. Por lo tanto, se decidio realizar estudios
preliminares encaminados a dilucidar si los niveles de la proteina ABI4 estan regulados

post-traduccionalmente en Arabidopsis.

Figura 16 - Transcripcion/Traduccién in vitro en un sistema de
gérmen de trigo. En la figura se muestra una radiografia del gel en
el cual se corrieron los productos de la transcripcion/traduccion in
vitro.

M: marcador; LUC: transcripcion/traduccion del gen Luciferasa
(control positivo); ABI4: transcripcién/traduccion del gen ABI4, la
banda discreta que se observa en este carril corresponde a la
proteina ABIA4.

Con el objetivo de explorar si la estabilidad de la proteina ABI4 pudiera estar
regulada a través de la degradacién mediada por proteosoma, se realizé un analisis
preliminar de tipo western blot en extractos de plantas tratadas con el inhibidor del
proteosoma MG132. Los resultados de este ensayo indicaron que la acumulacién de
ABI4 no parecia afectarse de manera clara en la presencia del inhibidor de manera tal
que fuera posible detectarla (Figura 17a). Por lo tanto, la proteina ABI4 no parece estar
sujeta a degradacién por proteosoma por lo menos en las condiciones analizadas. Sin
embargo, este analisis preliminar deberia de ser corroborado con un control del
tratamiento. Interesantemente, el resultado de la Figura 17a coincide con el dato
publicado en eFP browser para ABI4 (Figura 17b ; Winter et al. 2007), el cual indica que
el inhibidor del proteosoma MG132 no afecta la expresion del gen ABI4 en plantulas de
Arabidopsis (http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentpage.pl?experimentid
=190).

a b
Inhibidor del proteosoma (MG132)
-
-
| L |

F i
J f

« 21.55 +/- 2.79 18.35 +/- 5.2

Figura 17 - Se regula ABI4 a nivel post-traduccional?

a) Western blot de extractos de proteinas totales de plantulas SE4 (linea sobreexpresora de
ABI4::HA nimero 4) y Col (Columbia) tratadas con el inhibidor del proteosoma MG132 y crecidas en
medio sin (-) y con (+) glucosa. El western blot se realizé con el anticuerpo anti-ABl4. Las fechas
indican bandas inespecificas.

b) Esquema representativo (generado por eFP browser) del efecto del inhibidor del proteosoma
MG132 sobre la expresion del gen ABI4 en plantulas de Arabidopsis thaliana de 7 dias. Los niveles
de expresion y su correspondiente desviacion estandar se indican segin NASCARRAYS 190.
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Si bien los ensayos realizados con el inhibidor de proteosoma MG132 sugirieron
gue la proteina ABI4 no se regula por degradacion mediada por esta via, ésto no
excluye que la acumulacion de ABI4 esté controlada por otros mecanismos de
regulacion asociados a degradacion de proteinas. De hecho, el andlisis in silico de la
secuencia de aminoacidos de ABI4 indicé que la region amino terminal de ABI4
contiene una secuencia denominada PEST (prolina, acido glutdmico, serina y treonina).
Esta secuencia se ha implicado en degradacion de proteinas tanto en animales como
en plantas (Rechsteiner y Rogers 1996). En animales, la secuencia PEST actia como
una sefal condicional (modulada por fosforilacién) que indica cuales proteinas deben
ser degradadas (Lin et al. 1996; Marchal et al. 1998). Las proteinas destinadas a
protedlisis por la sefial PEST son finalmente degradadas mediante la accion del
proteosoma o de proteasas especificas como, por ejemplo calpainas o caspasas
(Gregory y Hann 2000; Bordone y Campbell 2002; Liu et al. 2004). Por otro lado, en
plantas se ha demostrado que la secuencia PEST es importante para controlar la
estabilidad del factor de transcripcion BESL, el cual participa en la via de sefalizacion
por brasinosteroides en Arabidopsis (Yin et al. 2002; Yin et al. 2005) (Tabla 9).

La presencia de la secuencia con homologia a PEST en ABI4 sugiere que la
estabilidad de esta proteina podria ser regulada por esta sefial a través de alguno de los
mecanismos mencionados (Figura 18). Con el objetivo de analizar si esta secuencia
afecta de alguna manera la abundancia de la proteina ABI4 se realizé una construccion
en la cual se delet6 esta secuencia a través de mutagénesis dirigida. Andlisis
preliminares por expresion transitoria de la proteina recombinante ABIl4sest-GFP, la cual
carece de la secuencia PEST de ABI4, indicaron que la ausencia de esta secuencia no
aumenta los niveles de expresién de una proteina recombinante ABl4srest-GFP en
protoplastos de Arabidospis (Ledn P., comunicacion personal). Sin embargo, no es
posible descartar aun un posible rol de la secuencia PEST para regular ABI4 durante
etapas diferentes del desarrollo o en respuesta a glucosa, osmdético y/o ABA; o que la
secuencia PEST actue en conjuento con otras secuencias adicionales en la proteina

para determinar la estabilidad de ABI4.

Figura 18 - Esquema de la proteina ABI4
donde se resalta la secuencia PEST. Abajo
se indica la secuencia de aminoécidos del
PEST de ABI4, asi como otras
caracteristicas bioquimicas.
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Tabla 9 - Comparacion de las secuencias de la proteina ABI4 de distintas especies vegetales (At:
Arabidopsis thaliana, Vv: Vitis vinifera, Pt: Populus trichocarpa), y de la proteina AtBES1
asociada a la respuesta a brasinoesteroides en Arabidopsis. La funcionalidad de la secuencia
PEST en BESL1 ha sido demostrada experimentalmente (Yin et al. 2002; Yin et al. 2005).

Proteina Secuencia PEST PESTfind | Fraccion molar Indice de Localizacion
score de PEDST hidrofobicidad
AtABI4 |HNNPQSDSTTDSSTSSAQR +13.48 48.33 26.21 N-terminal
(aa 22-40)
VVABI4 |KPITTTTTTSNETNSSNSSSAT | +10.25 49.72 34.19 N-terminal
AGATSCGGDNGSNGNSR (aa 9-47)
PtABI4 |HPPQEPTTTTTK +16.90 56.79 28.68 N-terminal
(aa 8-19)
PtABI4 |KSTDNNTTATTPTTATTSDTN +15.23 53.64 28.55 N-terminal
SNNNSSGNSR (aa 25-55)
AtBES1 |HAPATIPECDESDSSTVDSGH +11.57 54.81 37.15 C-terminal
(aa 231-251)

7.1.2. La bioinformatica al servicio de ABI4 - parte 1.

La funcién de ABI4 resulta altamente interesante durante las etapas tempranas
del ciclo de vida de las plantas. Sin embargo, los esfuerzos invertidos hasta la fecha adn
no han sido suficientes para entender y caracterizar bioguimicamente al factor de
transcripcién ABIl4. En esta seccion se detalla un analisis comparativo in silico muy
basico entre las proteinas ABI4 aisladas de diferentes especies vegetales, que quizas
sirva como trampolin para futuros estudios.

En la Figura 19 y su correspondiente tabla de referencias (Tabla 10) se resaltan
los sitios posibles de regulacion postraduccional de la proteina ABI4 de Arabidopsis; y la
comparacion de la presencia de éstos en sitios en las proteinas ortélogas de ABI4 en
otras especies vegetales tanto dicotiledbneas como monocotiledéneas. ABI4 tiene
numerosos sitios potenciales de fosforilaciéon sugiriendo que ABI4 podria estar
altamente fosforilada en las células vegetales por diferentes cinasas. Otra modificacion
covalente postraduccional que destaca es la N-miristilacion, aunque la mayoria de los
sitios predichos para ABI4 de Arabidopsis no se conservan. De manera especial, en la
Tabla 9 se muestran las secuencias PEST predichas para la proteina ABI4 de
Arabidopsis thaliana, la de Vitis vinifera y la de Populus trichocarpa, sugiriendo que esta
secuencia PEST esta conservada entre las proteinas ortélogas en dicotiledéneas.

Las modificaciones postraduccionales son responsables de modular la actividad,

estabilidad y funcién de muchos factores de transcripcion (Tootle y Rebay 2005;
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Schutze et al. 2008). Una exploracion mas detallada y analisis experimentales
preliminares permitiran descubrir si ABI4 esta sujeto a control post-traduccional, de que
tipo, y que impacto tendran estas modificaciones covalentes sobre la funcion del factor
de transcripcion ABI4 durante el desarrollo y las vias de sefializacion en las que

participa.

CLUSTAL W (1.83) nultiple sequence alignment

Vitis MDCE- - - - - DQDTKP- - - - | TTTTTTSNENINSSNSSSATAGATSCGGDNGSN - - - GNSR 47
Popul us MDNS- - - - - SLSHPPQEPTTTTTKLSSNEKSTDNNTTATTPTTATTSDTNSNNNSSGNSR 55
Ar abi dopsi s MDPL- - - - - ASQHQH - - - - - NHLE! THNNPQSDSTTDSSTSS- - - - - - - - - AQR 40
Oiza MDGEGGGL ADL ARAARAVHAPPPVEPSDDACTVAAPAAETAASSSGAGGGGG - GGRTKK 58
Zea e NEASENES- - - APTAEAAAGSGPAGGEG: - - - - - - RK 27
Vitis KCKi KFKYRGVRQRSWGKW/AE! REPRKI AEDAARAYDRAAI | 107
Popul us KCKi FRYRGVRQRSWGKW/AE! REPRKI AEDAARAYDRAAFI 115
Ar abi dopsi s KRK( KFRYRGVRORSWGKW/AE| REPRKI AEDAARAYDRAAVY 100
Oiza KAA FRYRGVRQRSWGKW/AE! REPRKR AEDAARAYDRAALL 118
Zea GKAP FRYRGVRORSWGKW/AE! REPRK| AEDAARAYDRAALL 87
****: *- **: **********************: *********************-
Vitis LYGSRAQLNLCRV- - - - - - - - - GT SGFG- - - - - - 152
Popul us LYGSRAHLNL (PBG- - - - - - - GSTERNSTSSSS PGFCW:T 168
Ar abi dopsi s LYGSRAQLNL - - sV T AAAT - 156
Oiza LYGPRAHLNL TAPPRL PPPP S P PHLHPA- - - - 174
Zea LYGPRAHLNLTS- - - - - - PPPPTLAAPRSHPHSBATSSAPP. PLHQLS---- 137
***.**:*** ) . * .********.
Vitis LTFSSPSATR- - - HTAGGYVPYGFSHGXDBSVL CANWQSQQQLVQ- - - - - - QQHQLLYP 203
Popul us FSLSNPVASESVTAASSGFTPYGVNCYSNNVVGSAL QCSSTNEMPG: - - - - - QNHQQUML 222
Ar abi dopsi s EEG PYERR- - - BN FLNGGTSM. ABBYGFFPQOQQQONOWQVEFQHQQYONLHS 212
oiza @ meee- FHHCR- - - - - FHHHLL QPQPPPPEPPLYYAATASTSTVTTT- - - - - - - - - TTAPP 215
Zea - SDGARAPDFHYHNQFQRRL L PQPTPTLYYANTATASTVTTS- - - - - - - - - VPTR- 182
*
Vitis PSDVNVAADP! TTAT- - - | THYPNP- NHHHHHHHHHPYQQNCL YDE! NSL LSL 259
Popul us QGYLI QHGANTTNPNNI FVBSBVDPSTTTSYQNHCHRL POHHAYDDVNAL FSL 282
Ar abi dopsi s NTNNNKI SDREL TDVP FHHEVAL LSl 272
Oiza PQLAAAAPAAVL VAAAVSSTAET QAVVATAPEDAASAAA- - - - - - - - - AAAAEEEAAWGF 266
Zea - - - - VAVPQEPAI APAVGSBIEBL QEPQVGTPIEAR: - - - - = === === === - - - GEAGADY 220
Vitis SSSTWGCTGAAGSGSL RRW SVSVAVERRG: - = = = = = = = === s s m e oo oo ome e 290
Popul us SGSNTPPWAPAGHL L JlVVHI GPGSPSAW - - NDEEYPP- - PSIIDDEDPFLFDF- 334
Ar abi dopsi s THP- - PPLVDPVCS MVGDGSST! WPFGGEEEYSHNWGSI WDFI DPI LGEFY 328
Oiza HGGDEEDYAAAL LWSEPIR- - WEDLFLK- = = = = = = = == mmmmmmmmmmmeeee oo - 292
Zea NGGEEEDYAAAL LVWDEPERFFWFDVFLK= = = = = = = = = === == oo oo oo 248
*

Figura 19 - Comparacion de las secuencias de aminoacidos de la proteina ABI4 y sus ortélogos.
Las referencias de los motivos resaltados en colores se detallan en la tabla 10. La secuencia
resaltada en amarillo corresponde al dominio de unién al DNA (AP2) de la proteina ABI4.

Tabla 10 - Referencias asociadas a los sitios de modificacion postraduccional predichos por los
programas Motif Scan (http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan) y PESTfind
(https://embl.bcc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/pestfind-analysis-webtool.htm).

Motivo Funcién ‘ Conservacion ‘ Localizacién
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NOQTL sitio de N-glicosilacion Parcial N-terminal
PEST degradacion Conservado en dicotiledéneas (ver tabla 3) | N-terminal
STTD sitio de fosforilacion de la proteina Nula N-terminal
caseina cinasa Il
GGPDNY sitio de N-miristoilacion Perfecta entre Arabidopsis y Vitis. N-terminal
Alta entre Arabidopsis y Populus, y entre
arroz y maiz
RKRI sitio de fosforilacion para las proteinas | Perfecta en dicotiledoneas. Dominio AP2
cinasas dependientes de AMP y Alta entre dicotiledéneas y
cGMP monocotiledéneas.
TRK sitio de fosforilacién de la proteina Perfecta en dicotiledoneas. Dominio AP2
cinasa C Alta entre dicotiledéneas y
monocotiledéneas.
BEEETA sitio de N-miristoilacion Perfecta (relevante?) Dominio AP2
TAED sitio de fosforilacion de la proteina Perfecta (relevante?) Dominio AP2

caseina cinasa ll

sitio de fosforilacion de MAPK

1 sitio de los 4 esta perfectamente
conservado en dicotiledéneas

Dominio rico en
Ser **

sitio de fosforilacion de la proteina
cinasa C

Perfecta en dicotiledéneas.
Alta entre dicotiledoneas y
monocotiledéneas.

Dominio rico en
Ser

desconocida Perfecta * Dominio rico en
Ser
sitio de N-miristoilacién Nula Dominio rico en

Ser

sitio de N-miristoilacion

Nula, excepto Pro en posicion 165
(relevante?)

Dominio rico en
Ser

SDIE sitio de fosforilacion de la proteina Nula C-terminal
caseina cinasa Il
NSTS sitio de N-glicosilacion Nula C-terminal
BEEEEEE sitio de N-miristoilacion Nula C-terminal
EBRNNS sitio de N-miristoilacion Nula C-terminal
RNiss sitio de N-glicosilacion Nula C-terminal
GSVGSY sitio de N-miristoilacion Perfecta en dicotiledéneas. C-terminal
Nula entre dicotiledéneas y
monocotiledéneas.
GLDPGY| sitio de N-miristoilacion Nula, excepto Pro en posicién 289 C-terminal
(relevante?)
SIWD sitio de fosforilacion de la proteina Perfecta entre Arabidopsis y Populus C-terminal
caseina cinasa Il
SSME sitio de fosforilacion de la proteina Nula C-terminal

* La secuencia [JIllll no se asocia a ninguna funcion. Es mas, [l parece estar sélo en ABI4 en Arabidopsis
segun el programa Patmatch; y en ABI4, en una proteina de levadura y en una de raton segun el Prosite. ** En esta

caseina cinasa Il

region hay muchas serinas conservadas o parcialmente conservadas (8) cuya relevancia se desconoce.

Los resultados obtenidos a partir de todos los estudios dirigidos a caracterizar la

proteina ABI4 enddgena fueron de alguna manera inesperados y complicaron la

realizacion de varios de los objetivos originalmente planteados para este proyecto.
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7.1.3. La identificacion de los blancos directos del factor de transcripcién ABI4:
los genes ABI4, ABI5y SBE2.2

Previo a este trabajo, se habia reportado que la proteina ort6loga a ABI4 de
maiz se unia in vitro a la secuencia CACCG (Niu et al. 2002). Esta secuencia esta
presente en la regién promotora de ABI4 de maiz, lo que llevé a sugerir que la proteina
ABI4 regula su propia transcripcion (Niu et al. 2002). La secuencia CACCG también
esté presente en el promotor del gen ABI4 de Arabidopsis y en los promotores de varios
genes regulados por ABA y glucosa, mostrando que el motivo CACCG es un elemento
conservado en genes que responden a glucosa y sugiriendo que representa el posible
sitio de union al DNA de la proteina ABI4 (Niu et al. 2002).

Con el objetivo de identificar posibles genes blanco de ABI4 implicados en la
respuesta a glucosa en Arabidopsis se realiz6 un analisis in silico, el cual se llevo a

cabo en dns fases. Durante la primera fase, se determiné un primer criterio de seleccion

el cu T4, % gic T4, % gk Finmid SpWABYy NN b 1s de
tipO < Gl ated Eoll atwd (= T ol e ora abi4.
1T .
Debic ' | ' " 0 € s de
micro ron tipo
s L B . o
northi 1 ) re )gica
] L !
de es ' L L ' jen sta a
Iuco e Iu Ivovlivia \¥ L\ 3 1 TvLwe Il ABI4.
. ~ [

Siguiendo este criterio se seleccionaron varios genes candidatos posibles. Entre ellos
se encuentran, el factor de transcripcion ABI5 (Arroyo et al. 2003 y Figura 20a), los
genes fotosintéticos que codifican para la proteina que une clorofila AB (CAB), la
subunidad pequefia de rubisco (RBCS) y plastocianina (PC) (Arenas-Huertero et al.
2000) y dos genes que codifican para proteinas del metabolismo de almidén (APL3 y
SBE2.2) (Rook et al. 2001 y Figura 20b). Luego de obtener esta lista preliminar, los
candidatos se filtraron segin un segundo criterio, el cual fue buscar la caja CACCG
perfecta en sus regiones regulatorias 5, esperando discriminar entre los genes
posiblemente regulados por ABI4 de manera directa y aquellos regulados
indirectamente. Asi, la lista se limité a los siguientes candidatos: ABI5, APL3 y SBE2.2
(Bossi et al. 2009); a los cuales se agregé el gen ABI4, que cumple con ambos criterios

de seleccion y cuya autorregulacién transcripcional fue propuesta por Niu et al 2002.

69



Un andlisis méas detallado de los promotores de los genes candidatos mostré que
existen varios elementos CACCG en las regiones regulatorias 5~ de ABI4, ABI5, APL3 y
SBE2.2 (Bossi et al. 2009). Niu et al 2002 hipotetizaron que debido al sitio donde se
encuentra el elemento de union a ABI4 (CACCG) en relacién a la caja TATA y al inicio
de la traduccién (ATG), la proteina ABI4 deberia tener un efecto negativo sobre su
propia transcripcién; y sugirieron que ABI4 actia como un represor cuya union sobre el
DNA evita o compite con la formacién del complejo de iniciacién de la transcripcion
(Johnson 1995). Por lo tanto para corroborar esta hipétesis, las cajas mas cercanas a la
caja TATA y al ATG se sometieron a experimentacion con el objetivo de determinar si
realmente existe interaccion in vitro entre la proteina ABI4 y las regiones promotoras de
ABI4, ABI5, y SBE2.2 que incluyen el motivo CACCG (Figura 1 en Bossi et al. 2009,
Apéndice 1). La interaccion in vivo entre el factor ABI4 y la region regulatoria 5° del gen
APL3 fue reportada (Rook et al 2006b) durante el transcurso de la parte experimental de
esta tesis, por lo tanto su analisis detallado no se continué.

El estudio de la interaccion de la proteina ABI4 con sus blancos probables se
inicio con el andlisis de la interaccion entre ABI4 y la region promotora del gen ABI4.
Habiendo establecido in silico la presencia de una caja CACCG en el promotor de ABI4
y con el objeto de determinar si la proteina ABI4 de Arabidopsis se une directamente a
su propio promotor, se realizaron ensayos de retardo de movilidad electroforética
(EMSA) (Bossi et al. 2009, Apéndice 1). Para estos ensayos se utilizé un fragmento de
ABI4 de 152pb que incluye a la caja CACCG como sonda y a la proteina recombinante
GST-ABI4 purificada (Figura 2 en Bossi et al. 2009, Apéndice ). Los resultados

obtenidos de estos ensayos EMSA indicaron que la proteina GST-ABI4 es capaz de
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unirse al promotor de ABI4, que la uniéon depende de ABI4 y no de GST, y que la
interaccion es especifica (Figuras 2, Sla y S1b en Bossi et al. 2009, Apéndice |). La
participacién de la caja CACCG fue corroborada en detalle a través de mutagénesis
dirigida a dicha secuencia (Figura 2b en Bossi et al. 2009, Apéndice I). La unién in vitro
de la proteina ABI4 a su propio promotor, sugiere que ABI4 actia como un regulador
directo de su propia transcripcion. Andlisis similiares empleando fragmentos de las
regiones regulatorias de los genes ABI5 y SBE2.2 demostraron que la proteina ABI4
también se une directamente a las regiones regulatorias 5’ de ABI5 y SBE2.2, indicando
gue ambos genes son blancos directos de ABI4 (Figuras 3 y 4 en Bossi et al. 2009,
Apéndice I).

Si bien el analisis de la interaccion de la proteina ABI4 con el gen ABI4 fue
directo y “simple”, el analisis de las interacciones ABI4-ABI5 y ABI4-SBE2.2 resultdé mas
complejo (Bossi et al. 2009, Apéndice 1). En el caso de ABI5, se localizaron 3 cajas tipo
CE-1 presentes en su promotor (Figuras 1, 3 y S1lc en Bossi et al. 2009, Apéndice ).
Para determinar si estas tres cajas posibles de unién de ABI4 unen a dicho factor se
hicieron ensayos de retardo con cada una ellas. Inesperadamente, nuestros resultados
mostraron que sélo una de estas cajas (la que se orienta en sentido 5'- 3") interacciona
con el factor ABI4, indicando que la orientacién juega algun papel esencial o que bases
adicionales aln no identificadas son necesarias para que ABI4 reconozca y actle sobre
su sitio de unién (Figuras S1c y 3a en Bossi et al. 2009, Apéndice ). Curiosamente, la
caja tipo CE-1 del gen ABI5 que interacciona con la proteina ABI4 in vitro se localiza en
la region 5’"UTR y no en el promotor del gen ABI5.

Para el caso de la interaccion de ABI4 con SBE2.2, se observo que la mutacion
de la caja CACCG no abate completamente la interaccion entre el DNA y la proteina
ABI4 (Figuras 4b en Bossi et al. 2009, Apéndice 1). Un analisis minucioso del
oligonucleétido empleado para el ensayo EMSA mostro la presencia de otra caja tipo
CE-1 en la secuencia del oligonucleotido (Figuras 4b en Bossi et al. 2009, Apéndice ).
La mutacion de este doble motivo tipo-CE-1 en tdndem sobre el promotor de SBE2.2
evito la interaccion de la proteina ABI4 con el DNA (Figuras 4b en Bossi et al. 2009,
Apéndice |). Este resultado sugiri6 que ABI4 podria actuar como dimero, o que podria
unirse a cualquiera de estas dos secuencias alternativamente para realizar su funcion.
Aunque la intensidad de ambas bandas sugiere una predileccion hacia la unién con una

de las cajas (Figura 4b en Bossi et al. 2009, Apéndice I).
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Durante la realizacion de la parte experimental de esta tesis, se publicaron dos
reportes de nuevos elementos en cis de unién a ABI4: la caja S (Acevedo-Hernandez et
al. 2005) y el motivo CCAC (Koussevitzky et al. 2007). Interesantemente, la caja
CACCG del promotor de ABI5 que une ABI4 se sobrelapa con un motivo CCAC (Figura
3b en Bossi et al. 2009, Apéndice I), responsable de la unién de ABI4 al promotor del
gen Lcbh (Koussevitzky et al. 2007). Por lo tanto para analizar este aspecto, en este
trabajo se realiz6 un analisis de mutagénesis que demostré que la secuencia CCAC de
ABI5 es dispensable para la interaccion con ABI4 mientras que la secuencia CACCG es
indispensable (Figuras 3b y 3c en Bossi et al. 2009, Apéndice ). Estos resultados
indicaron que la proteina ABI4 es capaz de unirse a diferentes secuencias dependiendo
del gen blanco, lo cual una vez mas apoya que ABI4 reconoce de alguna manera el
contexto del promotor en el que se encuentran sus posibles cajas de union, y segun ese
contexto decide a que tipo de caja se une. Por otro lado, la interaccion proteina-proteina
entre ABI4 y otros factores de transcripcion también podria determinar la identidad del

elemento en cis al que se une ABI4.

7.1.4. El factor ABI4 actia como un regulador positivo de la transcripcion de los
genes ABI4, ABI5y SBE2.2

Una vez determinado in vitro que ABI4 interactia con los promotores de los
genes ABI4, ABI5 y SBE2.2, la siguiente pregunta de este trabajo fue de que manera
esta interaccion afecta la transcripcién de los genes blanco in vivo. Para ello, se realizé
un analisis de expresion transitoria en protoplastos usando como plasmido efector, un
vector de expresion que sobre-expresa a la proteina ABI4 y como plasmidos reporteros
al gen Luciferasa (LUC) bajo la regulacion de fragmentos de los promotores de ABI4,
ABI5 y SBE2.2 (Figura 5a en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Los resultados publicados
en la Figura 5b en Bossi et al. 2009, Apéndice | indicaron que de forma semejante a los
datos obtenidos in vitro, en protoplastos de Arabidopsis ABI4 funciona como un
activador de la transcripcion de ABI4, ABI5 y SBE2.2. Coherentemente con los
resultados de los EMSA, la mutacion de la caja CACCG en el gen ABI4 abate
significativamente la activacion de su expresién dependiente del factor ABI4 (Figura 5c
en Bossi et al. 2009, Apéndice 1). En el caso del gen ABI5 se observa que la mutacion
en la caja CCAC disminuye los niveles de expresion del gen reportero a pesar de que
segun el ensayo EMSA la interaccion entre el DNA y la proteina ABI4 no se afecta

(Figuras 3 y 5c en Bossi et al. 2009, Apéndice 1). Este dato en particular indicé que a
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pesar de que el motivo CCAC es dispensable para la interaccion in vitro, la integridad de
la caja CCAC es importante para la funcién de ABI4 in vivo. En conjunto, los datos
obtenidos a partir del analisis de expresion transitoria demostraron que ABI4 es un
regulador positivo de la transcripcion, lo cual concuerda con la presencia en la proteina
ABI4 de un dominio funcional implicado en la activacion de la transcripcion (Soderman
et al. 2000). Finalmente, decidimos realizar estudios adicionales para caracterizar el
papel de ABI4 como regulador de su propia transcripcion durante el desarrollo de
Arabidopsis y en respuesta a glucosa.

Con el objetivo de determinar el grado de impacto de la autoregulacion
transcripcional de ABI4 in planta, desarrollamos una estrategia genética utilizando las
lineas transgénicas que expresan el gen reportero B-glucuronidasa (GUS) bajo la
regulacién de 3kb del promotor de ABI4 de Arabidopsis (pABI4::GUS), las cuales estan
bien caracterizadas (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al 2003; Penfield et al.
2006). La estrategia genética empleada consistié en transferir el transgen pABI4::GUS
al fondo genético de la mutante abi4 a través de cruzas entre plantas mutantes abi4 y
las lineas transgénicas que portan al reportero GUS bajo la regulacion del promotor de
ABI4 (Bossi et al. 2009, Apéndice 1). En total fueron generadas 9 lineas abi4 x
pABI4::GUS, las cuales fueron analizadas a través de ensayos histoquimicos y
fluorimétricos (Bossi et al. 2009, Apéndice I).

El andlisis de las cruzas durante el desarrollo, y su comparacion con las lineas
parentales, permitieron demostrar que la proteina ABI4 es necesaria para la expresion
del gen ABI4 durante el desarrollo temprano de la plantula (Figura 6 en Bossi et al.
2009, Apéndice 1). La segunda conclusion, y la mas relevante en cuanto a la
sefalizacion por glucosa, fue que el factor ABI4 es el principal regulador de la expresion
del gen ABI4 en respuesta a glucosa ya que la expresion génica del gen ABI4 en
respuesta a glucosa disminuye 97% en ausencia de proteina ABI4 (Figuras 8c, 89, 8q y
8r en Bossi et al. 2009, Apéndice 1). Por lo tanto, ABI4 funciona como un activador de su
propia transcripcion durante el desarrolllo y en respuesta a glucosa en plantulas
jovenes. El andlisis de las cruzas abi4 x pABI4::GUS en diferentes condiciones de
crecimiento indico que la proteina ABI4 también es necesaria para la expresion del gen
ABI4 en respuesta a manitol y a ABA (Figuras 8d, 8h, 8i, 8m, 8g y 8r en Bossi et al.
2009, Apéndice 1). De los andlisis histoquimicos de las Figuras 6 y 8 (Bossi et al. 2009,
Apéndice |) destaca la expresion de GUS en la regién superior del hipocotilo tanto en

embriones germinando y plantulas jévenes (Figuras 6i, 6p y 6q en Bossi et al. 2009,
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Apéndice 1) como en respuesta a glucosa y glucosa mas ABA (Figura 8g y 80 en Bossi
et al. 2009, Apéndice |). Estos datos sugieren que la expresion del promotor de ABI4 en
la regién superior del hipocotilo es independiente de la presencia de la proteina ABI4.
En base a los resultados presentados en esta seccion, se propone que ABI4 es un
regulador positivo directo de su propia transcripcion, cuya auto-regulacion es esencial
durante el desarrollo temprano de las plantulas de Arabidopsis, y en respuesta a
glucosa, ABA y manitol. El factor ABI4 también modula, directamente y de manera
positiva, la expresion de los genes ABI5, APL3 y SBE2.2 en respuesta a glucosa.

Por otro lado, estudios independientes han demostrado que ABI4 regula
directamente la represion del gen fotosintético RBCS en respuesta a glucosa (Acevedo-
Hernandez et al. 2005) y la represién del gen fotosintético Lcbh durante la sefializacion
retrograda nucleo-cloroplasto (Koussevitzky et al. 2007). Estos datos indicaron que el
factor ABI4 es capaz de actuar como un represor de la transcripcién en Arabidopsis. Por
consiguiente, ABI4 actia como un regulador dual de la transcripcion durante el
desarrollo de las plantas. Sin embargo, aun faltan méas estudios para clarificar el
mecanismo por el cual ABI4 modula su actividad dual durante el desarrollo y las

respuestas a diversos estimulos, como los azlcares y el estrés.

7.1.5. El caso DXS1: blanco indirecto de ABI4 en respuesta a glucosa?

(colaboracion con Dra. Patricia Dupre)

En el laboratorio se han analizado varios aspectos de la regulacion de los genes
que codifican para las enzimas involucradas en la biosintesis de los precursores para la
biosintesis de isoprenoides plastidicos conocida como la via MEP (Phillips et al. 2008).
El gen responsable del primer paso de dicha via es DXS1 quien codifica para la enzima
1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfato sintasa, y ha sido extensamente estudiado en el
laboratorio (Mandel et al. 1996; Estévez et al. 2000; Cérdoba et al. 2009).

Resultados de experimentos de tipo northern blot realizados en el laboratorio
demostraron que el gen DXS1 se regula negativamente por glucosa, y esta respuesta
se encuentra desregulada en la mutante abi4 (Figura 21).

Para explorar la participacion de la region regulatoria 5° del gen DXS1 durante
su represion por glucosa, se analizd la expresién del promotor del gen DXS1 en
respuesta a glucosa en lineas transgénicas de Arabidopsis que portan el gen reportero
GUS bajo la regulacion de 1524 pb o de 759 pb de la region regulatoria de DXS1
(pDXS1::GUS). Los analisis por Northern blot (Figura 22a y b) y fluorimétricos (Figura
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22c) de la expresion de GUS en las lineas transgénicas pDXS1::GUS demostraron que

la regulacién por glucosa del promotor de DXS1 depende de elemento(s) en cis

contenido(s) dentro de un fragmento de 759 pb a partir del inicio de la traduccion.

Figura 21 - Analisis de la expresion del gen
DXS1 por northern blot en plantulas Columbia
(Col) y en plantulas abi4 (abi4). Las plantulas
fueron crecidas en medio GM, 5% de glucosa
(5glc) y 7% de glucosa (7glc) durante 7-10
dias. El control de carga corresponde al RNA

total.

DXS1

RNA

Debido a que la regulacion por glucosa de la expresion de DXS1 se pierde en

plantulas abi4 (Figura 21), y a que la represion del gen DXS1 en respuesta a glucosa

depende de su propio promotor (Figura 22) se desarroll6 una estrategia genética para

analizar si la proteina ABI4 es necesaria para la regulacion del gen DXS1 durante la

respuesta a glucosa. Con este propésito, se transfirié el transgén pDXS1::GUS al fondo

genético de la mutante abi4 a través de cruzas entre plantas mutantes abi4 y las lineas

transgénicas pDXS1::GUS. Se obtuvieron varias lineas abi4 x pDXS1::GUS que fueron

analizadas por northern blot.

Figura 22 - Andlisis del promotor del gen
DXS1 en respuesta a glucosa. Los datos de
esta figura fueron generados por la Dra.
Patricia Dupre.

a) Expresion de los transcritos de DXS1 y
GUS por northern blot en plantulas
transgénicas pDXS1::GUS, que contienen al
gen GUS bajo la regulacién de 1524pb del
promotor de DXS1, crecidas en medio GM, 5
% de glucosa (5glc) y 7% de glucosa (7glc).
b) Expresion de los transcritos de DXS1 y
GUS por northern blot en plantulas
transgénicas pDXS1::GUS, que contienen al
gen GUS bajo la regulacion de 759pb del
promotor de DXS1, crecidas en medio GM, 5
% de glucosa (5glc) y 7% de glucosa (glc).

¢) Cuantificacion fluorimétrica de la actividad
de GUS en plantulas pDXS1::GUS (1524pb)
y pDXS1:GUS (759pb) crecidas en medio
GM, 5 % de glucosa (5%glc) y 7% de glucosa
(7%glc). La actividad se reporta como
porcentaje con respecto a la actividad en GM.
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Los resultados mostraron que el transcrito de transgén pDXS1:GUS, de la

misma manera que el gen DXS1 endbégeno, se reprime en respuesta a altas

75



concentraciones de glucosa en las plantulas de tipo silvestre de 10 dias (Figura 23a). A
diferencia de este comportamiento, los niveles del transcrito de GUS en plantulas abi4
crecidas en 7% de glucosa ya no se afectan en respuesta a glucosa (Figura 23b y c).
Estos resultados demostraron que la represion del promotor del gen DXS1 en respuesta

a glucosa requiere de la proteina ABI4.

Figura 23 - Andlisis de la
expresion del gen DXS1
endégeno y del transgén
GUS bajo la regulacién del
promotor de DXS1 por
northern blot en plantulas
transgénicas  pDXS1::GUS
(@), que contienen al gen
GUS bajo la regulacion de
1524pb del promotor de
DXS1; y de plantulas de dos
cruzas independientes abi4 X
pDXS1:GUS (b y c). Las
plantulas fueron crecidas en
medio GM, 5% de glucosa
(5glc) y 7% de glucosa (7glc)
durante 7-10 dias. El control
de carga corresponde al
mRNA total.

El analisis in silico de la region promotora de DXS1 mostré que en la cadena
complementaria existe una secuencia CACCG, que como se ha mencionado es el sitio
de unién a ABI4, a -392 pb del ATG (Figura 24a), asi como 5 motivos CCAC, reportados
por Koussevitzky et al. (2007) como el sitio de unién a ABI4 en el gen Lchb (Figura 19).
En la Figura 24a también se resaltan elementos de respuesta a luz localizados en el
promotor de DXS1. Tanto el elemento tipo CE-1 como 4 de los 5 motivos CCAC se
encuentran presentes en la region de 759 pb que participa en la respuesta a glucosa.
Para demostrar si alguno de dichos motivos era reconocido por la proteina ABI4 se
realizaron ensayos tipo EMSA con fragmentos de la regién de 759 pb del promotor de
DXS1. En total se utilizaron 3 sondas diferentes de 230 pb, 350 pb y 490 pb (Figura
24b). Ninguna de las sondas empleadas mostré una banda de retardo correspondiente
a la interaccion entre el DNA vy la proteina recombinante GST-ABI4 in vitro (datos no
mostrados). Esto sugiriere que ABI4 es un modulador indirecto de la regulacién de la
expresion de DXS1 en respuesta a glucosa. Sin embargo, es importante enfatizar que
los analisis tipo EMSA usando sondas de DNA grandes como las que fueron usadas

resultan complicados y pueden generar falsos negativos, un ensayo con fragmentos de
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~ 100 pb (u oligos especificos que incluyan preferencialmente a la regién encuadrada

en Figura 24a) seria mas adecuado para demostrar contundentemente si el gen DXS1

es blanco directo del factor de transcripcion ABI4 durante la respuestas a glucosa.

Figura 24. Secuencia del
promotor de DXS1 y esquema de
las regiones de dicho promotor
empleadas para los EMSA.

a) Secuencia de 1524 pb del
promotor del gen DXS1 de

Arabidopsis thaliana. La base a
indica el sitio de inicio de la
transcripcion (+1), en rojo, fucsia,
azul y anaranjado se resaltan las
secuencias relacionadas a
regulacion por luz predichas por
plantCARE: la secuencia escrita
en rojo corresponde a una caja
G, la azul sefala una caja ACE,
la anaranjada indica un motivo
GAG (leido en cadena
complementaria: AGAGATG), la
secuencia fucsia a un motivo

Gap (leido en cadena
complementaria CAAATGAA
(A/G)A). En maylsculas se

resaltan las cajas asociadas a
ABI4: 5 cajas CCAC en negro, y
1 caja CACCG (leida en cadena
complementaria) en rojo. La
secuencia encuadrada
corresponde a una caja G
sobrelapada con sitio unién de
ABI4. En negrita se resalta la
region regulatoria de 759pb
desde el inicio de la traduccion
(ATG).

b) Esquema representativo de
759pb de la regién regulatoria 5
del gen DXS1 (marcada en
negrita en a)). La localizacion de
las sondas de 490pb, 350pb y
230 pb empleadas para los
EMSA se indica con segmentos
debajo. La flecha indica el sitio
de union de la transcripcion (+1).
El asterisco rojo indica la
localizacién de la caja de unién a
ABI4 tipo CE-1 y los asteriscos
negros la de las secuencias
CCAC.

a

gtcatcttgcatttcaagcagtttcgacaaaattttatccaact gt
tat att caaact aat t gaaaat cgaaaaaCCACcat t aaaaatt ag
tt aaaaat aacat at cattttgaaaat gcaatatttaaaaatttaa
catatcaatttaacatgcttgttttcttaataagttttgatatatt
at aaaat gaaccgcgtgattacaatttttcttttt gt gat ggaact
gtcgttagttaaacacttaaacttaaactttcatgtaagttttgtt
tattcatatttgact caatt gaaacccaat aat caagaat gt caaa
tattatatgttttgtcggatttgtaacgtgattctcgctcatttaa
t aat gt gat aat at cat aaaatttaatctatgtagttgtttaat at
gat att aaactttatt aat gt aat aagat cgat aat act aagtt ac
t aacccaaat cat acact t acgagtt acgacact accgcact at ct
tggttatattaaatactccttttgtttctaatagtttgatgtttat
atcaacattattatttactttcatttgttaccgat agaaagaggag
aaaattgttgacaaaaacaaagaaaaaagt aaaattaatattatta
aat t aat aaaaat aacaaact gt aaaagctatttttaaaaattttt
cttgtaaaacatctaaaaattattcttgtagaaacagaggaat atc
at t gaagat aat agt gt gaaat t at at at at at at agaaat at at a
aagtaggatttttttctgtatacaaatatacgtttccaattttatc
aaaaactgtaaagatttttttctttgtcagtacctgctaaactt gt
taatttttttatt aaaaaaaaat caaattacaattcttctataatc
attttaaattccatttctttat aCCACaaaagattatattgccttt
atcgtctttggtatgtatgcgtgaatatatttatttattttctttt
ctttcattttctttttaaagaactttat aaat gaaat aaggaacaa
acaat at acacat gt act aacqgt at at aaat aat at cat caat at c
t at ccaaaacttggatttcat ggtt gacGrGSCccaaccaaaat ct
caagttct ct gcggat gacgaaccat ct cac ttttttct
ctctcecttttttttttttaatatcatcagcacggttacataaaattc
gt gat ccat gaagttggctttcttfgicgtttit agttcat cacccca
tttttttaaagtctccatctttatacttcttcaact ct CCACcaCC
ACcat t gt caCCACcacat tt aaacacacacttt cactt gt agt gg
gattcgaaagtgcgttttattcatttgttttactgtttttgataac
Ctcaaaatttgcctaaattttattctctataaatccttatatgttt
tacttacattcctaaagttttcaactttcttgagcttcaaaaagta
cct ccaATG

+x » [N
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7.1.6. La bioinformatica al servicio de ABI4 — parte 2

7.1.6.1. Analisis in silico de los fragmentos de las regiones regulatorias 5 de los
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genes ABI4, ABI5 y SBE2.2 empleados en los ensayos EMSA

El gen ABI4 esta sujeto a una regulacion muy estricta, y aparentemente, la
proteina ABI4 también (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003; Penfield
et al. 2006; Bossi et al. 2009, seccién 8.1.1 de esta tesis). Ademas, ABI4 es un
regulador de la expresion génica cuya funcién parece ser muy compleja (Acevedo-
Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al. 2007; Bossi et al 2009). El factor ABI4 tiene
una actividad dual como modulador transcripcional, y es capaz de unirse de manera
eficiente a multiples variantes del elemento en cis CACCG sobre el DNA (Niu et al.
2002; Acevedo-Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al. 2007; Bossi et al 2009). Con
el objetivo de tratar de dilucidar de que manera ABI4 realiza su funcion dual, se realizé
un andlisis in silico cuyo resultado se detalla a continuacion.

Acevedo-Hernandez et al. 2005 plantearon que la funcidn represora de ABI4 es
dependiente de la competencia entre las cajas G y S, las cuales se localizan
cercanamente sobre el DNA. Asi, la competencia reversible entre la(s) proteina(s) que
se une(n) a la caja G y la proteina ABI4 por la unibn a sus cajas de DNA
correspondientes (G y S, respectivamente), y la abundancia de dichas proteinas en las
células en cada momento dado, son en ultima instancia las responsables del efecto final
sobre la expresion de los genes fotosintéticos. Si bien este modelo de accidn resulta
adecuado para explicar la regulacion transcripcional de los genes fotosintéticos en
condiciones de alta glucosa y luz (Acevedo-Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al.
2007), no explica satisfactoriamente la funcién de ABI4 ni como activador ni como
represor de otros genes, que carecen de una caja G cercana a la caja S (Nakabayashi
et al. 2005; Bossi et al 2009).

Siguiendo con esta misma linea de pensamiento pero ahora aplicada a los
genes que se regulan de manera positiva por ABI4, se buscé algun tipo de secuencia
conservada en las regiones promotoras de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2, cuya
regulacién positiva directa a través de ABI4 ha sido demostrada experimentalmente
(Bossi et al 2009). Un resultado preliminar indicO que existe una secuencia CTc/tTT
conservada en los fragmentos empleados para los EMSA (Figura 25).
Interesantemente, esta secuencia estd presente en los promotores de ABI4, ABIS y
SBE2.2. a una distancia similar de 35-36 pb de la caja CE-1 (Figura 25). Sin embargo,
es muy dificil de explicar cual podria ser la relacién (si es que hay alguna) entre CACCG
y CTCTT. Esta secuencia es idéntica a la reportada como una secuencia consenso de

los elementos OSE (de expresién especifica de O6rgano) caracteristicos de los
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promotores que se activan en las células infectadas de los nédulos radicales de soya
(Stougaard et al. 1990). La relevancia de este elemento en la interaccion de la proteina
ABIl4 (si es que tiene alguna) deberd de ser determinada experimentalmente en un
futuro, por ejemplo a través de ensayos de expresion transitoria en protoplastos y

mutagénesis dirigida.

Figura 25 - Alineamiento de las secuencias
CACCG y CtctTT de las secuencias
regulatorias 5" de los genes ABI4, ABI5 y
SBE2.2. La distancia entre ambos motivos
se indica en pares de bases (pb) entre
paréntesis.
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Figura 26 — Secuencias en cis conservadas en las regiones de DNA empleadas para los EMSA (Figura 1 en
Bossi et al. 2009; Apéndice I) segun el programa TOMTOM.

La secuencia en (a) corresponde a una caja CE-1 del gen ABI4 a la cual se une la proteina ABI4 de maiz.
La secuencia en (b) es altamente similar a la secuencia de union al DNA de los factores de transcripciéon
Ets de mamiferos denominada GABTA.

La secuencia en (c) no se parece a ningun elemento conocido hasta el momento.

Por otro lado, la busqueda de secuencias conservadas entre los 3 fragmentos
analizados por EMSA (Figura 1) se realiz6 también usando el programa TOMTOM
(Gupta et al. 2007; http://noble.gs.washington.edu/proj/tomtom). La figura 26 ilustra el

resultado obtenido con dicho programa y donde se observa que se distinguen al menos
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3 secuencias conservadas entre los fragmentos de ABI4, ABI5 y SBE2.2. Una de ellas
corresponde a una caja de ABI4 (Figura 26 (a)). Otra de las secuencias identificadas
corresponde a una secuencia con una alta homologia al elemento en cis GABTA de
mamiferos (Figura 26 (b)), el cual une a factores transcripcionales de la familia Ets
quienes participan en la regulacion del crecimiento celular y desarrollo en mamiferos
(Wasylyk et al. 1993). La ultima secuencia en comun entre ABI4, ABI5 y SBE2.2 no se
parece a ningun motivo conocido en la base de datos (Figura 26 (c)).

7.1.6.2. Prediccion in silico de nuevos genes blanco directos de la proteina ABI4

El andlisis comparativo del transcriptoma de plantulas Col-0 y plantulas abi4 en
respuesta a alta glucosa es la mejor estrategia para predecir genes blanco a gran
escala. Sin embargo, debido a que este analisis no ha sido realizado ), se desarrollaron
estrategias bioinformaticas con criterios de busqueda alternativos con el objetivo de
tratar de encontrar in silico mas posibles blancos de ABI4. Las estrategias y sus
resultados se detallan en las Tablas S2, S3, S4 y S5 (Apéndice ll). Todas las
estrategias utilizan bases de datos de plantas previamente publicadas en la literatura.
Las bases de datos empleadas no fueron generadas durante el transcurso de esta tesis.
Lo unico novedoso fue el andlisis in silico realizado de las bases de datos.

La estrategia de la Tabla S2 deriva del andlisis in silico de los fragmentos de los
promotores de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2 realizado anteriormente (seccién
7.1.5.1). Este andlisis mostré que la secuencia CTc/tTT esta presente en los 3
fragmentos analizados a una distancia similar de la caja CACCG, el cual es el sitio de
unién de ABI4. Debido a la consistencia de este patrén en los tres genes blanco (Figura
26) se analiz6 in silico si la presencia de una secuencia CACCG y una secuencia
CTcltTT separadas por 30 a 40 pb (CACCGN{30,40}CTc/tTT) se encuentra globalmente
representada en los promotores de Arabidopsis. Los resultados indican que 966
promotores de Arabidopsis contienen esta secuencia considerando regiones
regulatorias 5° de 1kb (Tabla S2; Apéndice Il). La presencia de la combinacién
CACCGN({30,40}CTc/tTT no esta enriquecida en los promotores (1kb) de Arabidopsis
con respecto a varias secuencias control. El 3% (27 genes) de estos genes candidatos
con CACCGN{30,40}CTc/tTT se encuentran desregulados en semillas abi4. Por lo

® Dicho microarreglo ha sido realizado en el laboratorio de la Dra Patricia Ledn en febrero del 2009. Sin
embargo, el analisis final de los datos ain no se ha completado. Seria interesante comparar en un futuro
los resultados del microarreglo con los datos obtenidos in silico descritos en esta tesis.
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tanto, estos genes son buenos candidatos como blancos de ABI4, cuya regulacion
positiva podria depender de la presencia de la proteina ABI4 en semillas. En la Tabla
S2.1. (Apéndice Il) se detalla la identidad de estos candidatos. Interesantemente, sélo 2
de los 27 genes candidatos se encuentran desregulados tanto en semillas secas como
embebidas de la mutante abi4, sugiriendo que el factor ABI4 participa en la expresion
de un subconjunto de genes diferentes en semillas secas con respecto a las semillas
embebidas. ElI andlisis ontolégico utilizando la base de datos MIPS
(http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/ search_main_frame.html) (Ruepp et al. 2004) de las
categorias funcionales a las que pertenecen estos candidatos (Tabla S2.1, Apéndice II)
indico que la categoria mas representada en semilla seca corresponde a las proteinas
implicadas en interaccion con el ambiente/respuestas a agua (P=7.66e-04); mientras
gue en semillas embebidas destacan las categorias metabolismo/biosintesis de
glutamina (P=2.00e-03), rescate celular, defensa y virulencia/respuestas a choque
térmico (P=1.46e-03) e interaccion con el ambiente/respuestas a agua (P=6.61e-05).
Coherentemente con los niveles de expresion del promotor del gen ABI4, el nimero de
genes candidatos en semillas embebidas (19 genes) es mayor al nimero obtenido en
las semillas secas (10 genes) (Tabla S2.1; Apéndice Il).

La estrategia de la Tabla S3 (Apéndice Il) depende del hecho de que los genes
co-regulados, muchas veces, son modulados directamente por las mismas proteinas
regulatorias. Asi, se aislaron 15 posibles candidatos, cuya validez real como blancos
debera de determinarse experimentalmente. En particular, resulta interesante el gen
candidato At2g14520, de funcion desconocida, que se regula en respuesta a azucares,
y cuya expresion esta desregulada en semillas abi4. Los genes que codifican para
proteinas regulatorias como At2g20100 y At2g46020 también merecen especial interés.

Por otro lado, la estrategia desarrollada en la Tabla S4 se disefié con el objetivo
de identificar genes que se regulen por glucosa (Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004;
Li et al. 2006) y cuya regulacion dependa de la proteina ABI4 en semillas (Nakabayashi
et al. 2005). La comparacion entre ambas bases de datos aislé 801 genes candidatos
(Tabla S4, Apéndice IlI). Mediante el empleo del programa PROMOMER
(http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/BAR_Promomer.cgi) se identificaron 140 genes, los
cuales contienen la secuencia CACCG en sus promotores, y 464 genes con la
secuencia CCAC (Tabla S4, Apéndice Il). Estos candidatos se sometieron a un filtrado
posterior considerando el tipo de regulacién dada por la presencia de ABI4 en semillas.

57 genes putativos se identificaron como blancos de regulacion positiva dependiente de
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ABIl4 (Tabla S4, Apéndice Il), y 323 como blancos de regulaciéon negativa dependiente
de ABI4 (Tabla S4, Apéndice Il). Sin embargo, un andlisis minucioso de estos 380
genes candidatos sera necesario para identificar los blancos reales de ABI4.

Finalmente, la estrategia de la Tabla S5 (Apéndice Il) también arroj6 resultados
interesantes. El analisis de los genes desregulados en semillas secas y embebidas de
abi4 indica que la proteina ABI4 participa en la regulacion positiva (2x o mayor) del 3%
de los genes de Arabidopsis y en la regulacion negativa (2x o mayor) del 6 % de los
genes de Arabidopsis (Nakabayashi et al. 2005). La busqueda de genes que contienen
la caja CACCG en sus promotores dentro del total de genes desregulados en las
semillas mutantes abi4 respecto de la silvestre identific6 55 genes candidatos, cuya
expresion depende de la presencia de ABI4 en semillas y cuyos promotores contienen
al menos una caja CACCG (Tabla S5.1, Apéndice IlI). De manera coherente con el
maximo nivel de expresién del mensajero de ABI4, la mayoria de los genes que
cumplen con los criterios arriba mencionados se expresan en semillas embebidas
(Figura 27). El analisis de las categorias funcionales a las que pertenecen los genes
candidatos (http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/search_main_frame.html) (Ruepp et al.
2004) indicé que la categoria mas sobrerepresentada en semillas secas corresponde a
la interaccion con el ambiente/respuestas a agua (P=1.12e-03). En semillas embebidas,
las categorias funcionales sobrerepresentadas incluyen interaccibn con el
ambiente/respuestas a agua (P=9.54e-04) y desarrollo (P=2.49e-04), en esta ultima
destacan las siguientes sub-categorias: desarrollo del embrién (P=3.06e-07) vy
desarrollo de la planta (P=6.90e-05). Interesantemente, un analisis mas detallado de los
promotores de los 55 candidatos indicé que todos ellos contienen al menos una
secuencia CTc/tTT, aunque solo el 24% (13 genes) cumple con una separacion de 20-
50 pb entre la caja CACCG y la secuencia CTc/tTT (Tabla S5.1, Apéndice Il).

Por otro lado, el andlisis del conjunto de genes candidatos desregulados en
semillas abi4 indicO que 77 de estos genes contienen el motivo CCAC en sus
promotores (Tabla S5.2, Apéndice Il), destacAndose los genes que se desregulan en
semillas secas de abi4 (Figura 27). Sorprendentemente, la categoria funcional mas
sobrerepresentada en este caso corresponde a transporte/transporte de lipidos y acidos
grasos (P=3.23e-03).

Figura 27 - Representacion grafica de los datos de
la tabla S5.

a) Numero de genes desregulados en semillas abi4
(funcién activadora de ABI4) que tienen al menos
una caja CACCG en sus promotores.

Semilla seca y embebida

O Semilla seca

H Semilla embebida

b) Numero de genes desregulados en semillas abi4

(funcion represora de ABI4) que tienen al menos un
motivo CCAC en sus promotores.
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Con el objetivo de determinar si estas diferentes estrategias son redundantes, se
compararon las listas de los genes candidatos obtenidos a partir de cada una de las
estrategias (Tablas S2.1, S3, S4, S5.1 y S5.2). El resultado de la comparacion indicé
gue solo el 0.4% de los genes (2 genes) regulados positivamente por ABI4 son aislados
como blancos putativos por las cuatro estrategias empleadas, y el 4.25% de los genes
(17 genes) regulados negativamente por ABI4 se identificaron en comun a partir de las
2 estrategias utilizadas para este caso (Tabla S6). Esto sugiere que las estrategias no
son redundantes y que cada una de ellas ofrece una lista cuasi independiente de genes
cuya abundancia de transcrito depende directa y/o indirectamente de la presencia del
factor de transcripcion ABI4 en las células. El andlisis experimental de los blancos
reales del factor ABI4 serd el udltimo determinante de si las estrategias in silico

empleadas en esta seccion son herramientas exploratorias adecuadas.
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8. Discusion

8.1. La proteina ABI4: personalidad y presencia.

El patron de expresion del gen ABI4 esta finamente regulado por el desarrollo en
semillas y plantulas de Arabidopsis thaliana (Soderman et al. 2000; Arroyo et al. 2003;
Penfield et al. 2006; Bossi et al. 2009). En particular, la expresion del promotor de ABl4
se observa desde la maduracion de las semillas hasta el periodo postgerminativo que
implica el establecimiento de las plantulas jovenes (Soderman et al. 2000; Arroyo et al.
2003; Penfield et al. 2006; Bossi et al. 2009). En condiciones normales de crecimiento,
la mayor cantidad de transcrito de ABI4 se detecta durante el inicio de la germinacién en
respuesta a la imbibicion de las semillas (Arroyo et al. 2003; Nakabayashi et al. 2005).
Estos niveles van disminuyendo a medida que las plantulas crecen hasta que finalmente
la expresion del promotor de ABI4 ya no se detecta en plantas adultas (Arroyo et al.
2003; Bossi et al. 2009). El mensajero de ABI4 también esta estrictamente regulado por
distintas sefales internas y externas en Arabidopsis, entre las que se incluyen los
azucares glucosa y trehalosa, el estrés osmatico, y las fitohormonas: ABA, auxinas y
etileno (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003; Penfield et al. 2006;
Ramon et al. 2007; Bossi et al. 2009; Figura 1 en Apéndice lll). Asi, el gen ABI4 esta
extensamente regulado durante el establecimiento inicial de la plantula sugiriendo que
actia como un integrador de las sefales internas y externas para determinar el
momento adecuado para la germinacion y el establecimiento de la plantula.

Si bien la expresion del gen ABI4 ha sido ampliamente caracterizada, la proteina
ABIl4 y sus caracteristicas bioquimicas siguen siendo un misterio. Esto se debe
parcialmente a que la proteina ABI4 ha resultado “escurridiza” y dificil de estudiar. Hasta
el momento no se ha detectado a la proteina ABI4 en semillas ni en plantas de
Arabidopsis. Ninguno de los intentos encaminados a analizar la proteina ABI4 end6gena
resulté exitoso, incluyendo la sobre expresion constitutiva del transgén ABI4-HA en
plantas transgénicas de Arabidopsis y la correspondiente detecciéon de la proteina
usando anticuerpos comerciales (Figura 15). Estos datos indicaron que el aumento de la
cantidad del mRNA de ABI4 no es suficiente para incrementar proporcionalmente la
cantidad de proteina, sugiriendo que mecanismos de regulacion post-transcripcionales
mantienen al nivel de la proteina ABI4 por debajo del limite de deteccion del anticuerpo.
En plantas se han descrito diferentes mecanismos de regulacion post-transcripcional.

Sin embargo, hasta la fecha no hay evidencias directas de que ningin mecanismo
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especifico controle la estabilidad de la proteina ABI4 de Arabidopsis. Las secuencias
PEST son motivos pequefios enriquecidos en prolina, acido glutdmico, serina y treonina,
gue se implican en dirigir a degradacion diferentes proteinas (Rechsteiner y Rogers
1996). La secuencia de la proteina ABI4 contiene una secuencia PEST predicha
(residuos 22-40), por lo tanto el control del nivel de proteina ABI4 mediante degradacién
es una hipétesis tentadora. Aunque la funcionalidad de este motivo aln debe
comprobarse in vivo, resulta interesante el hecho de que la secuencia PEST esta
conservada en las secuencias proteicas de ABI4 de dicotiledoneas (Arabidopsis
thaliana, Vitis vinifera, Populus trichocarpa), pero no de monocotiledéneas (maiz y
arroz) (Tabla 9), sugiriendo un mecanismo de regulacion diferente para los distintos
ortélogos de ABI4 y podria explicar porque es posible sobre expresar exitosamente a la
proteina ABI4 de maiz en Arabidopsis (Niu et al. 2002). Estos datos también coinciden
con las diferencias observadas con respecto a expresion y funcién entre ABI4 de
Arabidopsis (expresion en semillas y plantulas; funcién propuesta: punto de control
postgerminativo; Arroyo et al. 2003) y ABI4 de maiz (expresion exclusiva de semillas;
funcién propuesta: desarrollo y maduracion de semillas; Niu et al 2002).

La proteina ABI4 es un elemento efector de la via de sefializacion dependiente
de HXK descrita en la Figura 2 (a) de la introduccién (Arenas-Huertero et al. 2000; Bossi
2002). Otro elemento muy relacionado a ABI4 y que participa en la misma via de
sefalizacién en respuesta a azUcares es el factor de transcripcién de la familia bZIP
ABI5 (Figuras 7 y 8; Arenas-Huertero et al. 2000, Brocard et al. 2002). Resulta
interesante que la estabilidad de la proteina ABI5S esta regulada por ABA mediante
eventos de ubiquitinacion y posterior degradacién por el proteosoma (Lépez-Molina et
al. 2003). Esto depende de la interaccibn de ABI5 con una proteina especifica
denominada AFP (proteina que une a ABI5), la cual fue identificada por su capacidad de
unirse a ABI5 en un ensayo de dos hibridos (L6épez-Molina et al. 2003). Es probable que
los efectores finales (como los factores de transcripcion, Figura 3) de una misma via de
sefalizaciébn compartan el mismo mecanismo regulatorio. Por lo tanto, es posible
especular que una estrategia como la utilizada para ABI5 podria ser exitosa para
explorar en mas detalle la posibilidad de que la estabilidad de ABI4 esté regulada en
respuesta a glucosa y/o ABA.

A pesar de los esfuerzos invertidos, el factor ABI4 y sus dominios aln no se han
caracterizado en detalle, asi tampoco como los mecanismos que controlan los niveles

de ABI4 en las plantas. El desarrollo de nuevas estrategias de estudio, como por
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ejemplo la generacién de proteinas con deleciones en diferentes dominios estructurales
0 una aproximacion similar a aquella empleada para caracterizar la estabilidad del factor
ABI5 (Lépez-Molina et al. 2003), serd necesario para continuar con la caracterizacion de

ABI4 y su rol durante la sefializacion por azlcares en plantas superiores.
8.2. El factor de transcripcion ABI4: funcién y blancos de accion.

8.2.1. Blancos directos e indirectos: estrategias de analisis in silico.

Una estrategia muy popular ultimamente para identificar genes blanco consiste
en encontrar elementos en cis comunes a un grupo de genes co-regulados mediante el
analisis in silico de los promotores de dichos genes (Thijs et al. 2001; Zhang et al. 2005;
Cheung et al. 2006; Rhee et al. 2006; Vandepoele et al. 2006). Uno de los problemas de
esta estrategia es que si se usan todos los genes que se co-regulan positivamente y/o
negativamente, se estan incluyendo blancos directos e indirectos con los cuales es
probable que se enmascaren las secuencias en cis reales, y se obtengan como
resultados falsos positivos. Esta estrategia se vuelve mas confiable (aunque menos
especifica) si se emplea para el analisis un subconjunto de genes que cumplan con
varios criterios, por ejemplo, pertenezcan a la misma via biosintética y co-regulen su
expresion de manera similar.

Para el caso de esta tesis, el interés era identificar genes blanco del factor ABl4
que presentasen a la caja tipo CE-1 en sus promotores y cuya regulacion fuera
relevante para la sefalizacion por glucosa en plantulas jovenes de Arabidopsis. Como
primera estrategia se buscé la caja tipo CE-1 en los promotores de todos los genes de
Arabidopsis. 22558 genes presentan la secuencia CACCG (caja tipo CE-1) si se
consideran regiones regulatorias 5~ de 3kb. Si se considera una region regulatoria 5" de
1kb, el nimero de genes diminuye a 11570 empleando el programa Pattern Matching o
Patmatch (http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph-patmatch.pl), y a 8101
usando el programa PROMOMER (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/BAR_Promomer.cgi). Esto indica que la caja tipo CE-1 es muy abundante en el
genoma, por lo tanto seguir una estrategia de este tipo para identificar blancos directos
reales es como buscar una aguja en un pajar. Por consiguiente, se desarroll6 una
estrategia mas sencilla para cumplir con los objetivos de esta tesis. Primero se
identificaron genes cuya regulacion en respuesta a glucosa estuviera alterada en

mutantes abi4, y de ellos se descartaron aquellos que no contenian una caja CACCG
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perfecta en sus promotores. Asi, 4 genes se escogieron para su analisis posterior. Esta
estrategia resultd exitosa ya que los genes escogidos resultaron ser blancos reales de
ABI4 (Bossi et al. 2009; Rook et al. 2006b). Una aproximacién de este tipo resulta
interesante de ser aplicada para el analisis de datos obtenidos a partir de microarreglos
gue reporten genes desregulados en abi4, ya sea durante el desarrollo o durante las
respuestas a azucares y/o ABA.

A la fecha sélo se ha publicado un andlisis del transcriptoma de semillas abi4, el
cual indicé que la expresion del 3-6 % de los genes de Arabidopsis depende de ABI4
directa y/o indirectamente en semillas (Nakabayashi et al. 2005). Ahora bien, son todos
ellos blancos directos de ABI4? Una manera de acercarnos a discernir cuales serian
blancos directos y cudles no es mediante el uso de la estrategia empleada durante esta
tesis para aislar genes candidatos. El analisis in silico de la presencia de las cajas
CACCG o el motivo CCAC en los genes desregulados en semillas abi4 arroj6 un
namero alto de genes blanco putativos (Tablas S5.1 y S5.2). Ensayos experimentales
futuros iluminaran si esta estrategia in silico (Tabla S5) y/o las estrategias de las Tablas
S2, S3 y S4 resultan (tiles para la seleccion de genes candidatos. Seria interesante
poder contrastar estos datos in silico con los resultados obtenidos a partir de un analisis
de microarreglos realizado recientemente en el laboratorio, ya que en ese estudio se
compararon los genes que responden a glucosa en plantulas Col-0 y plantulas abi4.

Lamentablemente, el analisis de los datos de microarreglos aun no se ha finalizado.
8.2.2. Realidad virtual o ciencia ficcion ?

Resulta altamente interesante (y contradictorio) que las estrategias in silico
presentadas en las Tablas S2, S3, S4 y S5 no identifican a los genes ABI5 y SBE2.2
como blancos de la proteina ABI4. La revision de los criterios empleados para las
estrategias mencionadas dejé en claro que ésto se debe principalmente a dos razones
diferentes asociadas a los criterios de seleccion utilizados.

Uno de los criterios empleados en las estrategias de las Tablas S2-S5 para
elegir genes candidatos como blancos de ABI4 es que su expresion esté desregulada
en semillas abi4. La expresion del gen SBE2.2 no se afecta en semillas de abi4 y, por lo
tanto, las estrategias lo descartan como candidato. El otro criterio de seleccion utilizado
corresponde a la presencia de cajas de unién a ABI4 reportadas en la literatura para lo
cual se empleé el programa PROMOMER. Este programa analiza solamente las

regiones promotoras regulatorias de los genes de Arabidopsis en sentido 5° - 3' . Debido
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a que la caja CACCG de ABI5 se encuentra en la regién 5  lider no traducida, el
programa PROMOMER lo descarta como blanco de ABI4.

La incongruencia entre los blancos detectados in silico y los blancos reales
analizados durante esta tesis sefala que las estrategias in silico son solamente
elementos exploratorios. El analisis de datos de expresion y funcién deberéan de tenerse
en cuenta para estimar la validez real de cada uno de los candidatos propuestos por las

estrategias in silico, aun antes de iniciar la validacion experimental.
8.2.3. Los blancos directos de ABI4 en respuesta a glucosa

Recientemente, se caracterizaron algunos blancos directos de ABI4 (Acevedo et
al 2005, Rook et al. 2006b, Koussevitzky et al. 2007, Bossi et al. 2009) que pertenecen
a las siguientes categorias: genes fotosintéticos (Acevedo et al 2005, Koussevitzky et al.
2007), genes relacionados con el metabolismo de almidén (Rook et al. 2006b, Bossi et
al. 2009), y factores de transcripcion (Bossi et al. 2009).

En 2002, la secuencia CACCG (tipo CE-1) se reportdé como la caja de union al
DNA para la proteina ABI4 de maiz in vitro (Niu et al. 2002). En base a su localizacion
sobre el promotor, se propuso que ABI4 actuaria como un represor de su propia
transcripcién (Niu et al. 2002). Posteriormente, Bossi et al. (2009) corroboraron que
ABI4 se une in vivo a la caja CE-1 sobre su propio promotor en Arabidopsis, pero
inesperadamente, ABI4 autoreguldé de manera positiva su expresion durante el
desarrollo y en respuesta a las sefiales de glucosa, ABA y estrés osmaético. Mas auln, la
autorregulacioén transcripcional de ABI4 controla su expresion general durante la mayor
parte de la germinacion, el desarrollo de las plantulas, y las respuestas a azlcar, ABA 'y
osmoético (Bossi et al. 2009). Estos resultados sugirieron que ABI4 es el principal
regulador de su expresion en Arabidopsis (Bossi et al. 2009).

Por otro lado, evidencias genéticas apoyan la participacion de otras dos
proteinas, CBL9 y GSQ5/DOG1, en la regulacion de la expresion de ABI4 en respuesta
a ABA y glucosa durante la germinacién y el establecimiento temprano de la plantula
(Pandey et al. 2004; Teng et al. 2008). El gen GSQ5/DOG1 (At5g45830) codifica para la
proteina DELAY OF GERMINATIONL1 cuya expresién en especifica de semillas, y que
esta implicada en el control de la dormancia (Teng et al. 2008). En particular, DOG1
aumenta la expresion de ABI4 en respuesta a glucosa durante la via de sefializacion por
azucares mediada por ABA (Teng et al. 2008), sugiriendo que DOGL1 es un regulador

positivo de la expresion de ABI4. Seran necesarios mas estudios para determinar si
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DOG1 es un regulador directo, si interactia con la proteina ABI4 para regular al gen
ABl4, y eventualmente si DOGL tiene alguna participacion en la actividad residual del
transgén pABI4::GUS que se observa en las cruzas abi4 x pABI4::GUS (Bossi et al.
2009). Por otro lado, CBL9 codifica para una proteina similar a calcineurina B que
parece actuar como un regulador de las respuestas a ABA y a estrés (a través de
controlar los niveles de calcio) durante la germinaciébn de Arabidopsis y el
establecimiento temprano de las plantulas (Pandey et al. 2004). El andlisis de las
plantulas cbl9 demostré que CBL9 modula negativamente la acumulacion del transcrito
de ABI4 (asi como de ABI3 y ABI5) en respuesta a glucosa, ABA y manitol, sugiriendo
gue la proteina CBL9 participa en el control de los niveles de expresion de estos genes
(Pandey et al. 2004). Aun faltan mas estudios para precisar la relacion funcional entre
CBL9 y las proteinas regulatorias ABI que participan en la sefializacion por ABA y
glucosa durante la germinacion y el establecimiento temprano de la plantula de
Arabidopsis.

AUn no se ha aislado ninguna proteina de plantas que interactle fisicamente con
ABI4. Por lo cual seria interesante explorar si las proteinas mencionadas en el parrafo
anterior u otras aun no identificadas son probables interactores de ABI4 dentro de la red
transcripcional que controla la expresién de ABI4 durante el desarrollo y las respuestas
a azUcares, osmatico y fitohormonas.

El factor de transcripcién bZIP ABI5, implicado en la sefializacion por azlcares y
ABA, también resulté ser blanco directo de la proteina ABI4 (Bossi et al. 2009). En
Arabidopsis, el transcrito de ABI5 presenta su maximo nivel de expresion en semillas
secas (Lopez-Molina et al. 2001; Brocard et al. 2002; Nakabayashi et al. 2005), el cual
es independiente de la presencia de la proteina ABI4 (Nakabayashi et al. 2005) y
parcialmente dependiente de la presencia de ABI5 (Brocard et al. 2002; Nakabayashi et
al. 2005). Esto sugiere que ABI4 no es un regulador importante directo de ABI5 en esta
etapa del desarrollo. Por otro lado, la acumulacion del mensajero de ABI5 se incrementa
en respuesta a glucosa y ABA en plantulas jévenes (Brocard et al. 2002; Arroyo et al.
2003). Dicho aumento en los niveles del mensajero de ABI5 es dependiente del factor
de transcripcién ABI4 en plantulas de Arabidopsis (Arroyo et al. 2003; Bossi et al. 2009;
Figura 20a). Interesantemente, la proteina ABI5 también es parcialmente necesaria para
la respuesta a ABA y glucosa del gen ABI5 en plantulas transgénicas que portan al gen
resportero GUS bajo la regulacién del promotor de ABI5 (pABI5::GUS) de diferentes
edades (Brocard et al. 2002). Los resultados publicados por Brocard et al. (2002) y
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Bossi et al. (2009) tomados en conjunto sugieren que tanto ABI4 como ABI5 podrian
interactuar para modular la expresion del gen ABI5 en respuesta a glucosa y ABA.
Numerosas evidencias genéticas apoyan que ABI5 y ABI4 se regulan entre si y estan
estrechamente asociados en la via de sefializacién por glucosa que controla los eventos
postgerminativos (Arroyo et al. 2003). Sin embargo, los intentos por demostrar la
interaccion heterodimérica proteina-proteina entre ABI4 y ABI5 no han sido exitosos
(Nakamura et al. 2001; Gampala et al. 2002), aunque una posible interaccion a nivel de
proteina entre estos factores de transcripcion en un complejo compuesto por multiples
proteinas aun no se descarta en Arabidopsis.

La respuesta a glucosa de los genes relacionados con la biosintesis del almidén,
como la subunidad grande de la ADP-glucosa pirofosforilasa (APL3) y la enzima
ramificadora de almidén (SBEZ2.2), esta afectada en las hojas de plantas abi4 (Rook et
al. 2001). Mas recientemente, se demostrd que la regulacién transcripcional de ambos
genes depende de la interaccion directa del factor de transcripcion ABI4 sobre las
regiones promotoras de APL3 y SBE2.2 (Rook et al. 2006b; Bossi et al. 2009). Rook et
al. (2006b) analizaron la expresién del promotor de APL3 y concluyeron que ABI4 es un
activador débil de su expresion en respuesta a glucosa, cuya fuerza se potencia si actla
en conjunto con la proteina (aln desconocida) que se une a la secuencia S3S1. Por
otro lado, la expresiéon de APL3 en respuesta al azlcar trehalosa es independiente de
ABI4, sugiriendo que la presencia de la proteina ABI4 es relevante para la respuesta a
glucosa Unicamente (Ramon et al. 2007). En el caso del gen SBE2.2, Bossi et al (2009)
demostraron que la interaccion entre proteina ABI4 y la region promotora 5" de SBE2.2
depende de la secuencia CACCGGCGGCG, que incluye dos secuencias tipo CE-1 en
tandem. Al igual que en el promotor de APL3, una caja tipo S3S1 también esté presente
en el promotor de SBE2.2. Aun se desconoce si el elemento S3S1 presente en el
promotor de SBE2.2 es funcional, y si tiene alguna relevancia para la sefalizacién por
glucosa dependiente de ABI4. A diferencia de lo que se observa en el caso de la
autoregulacion de ABI4, la participacion de la proteina ABI4 para modular la expresion
de otros genes, como APL3 y SBE2.2 parece estar sujeta a la accién cooperativa con
otras proteinas; y el impacto que ABI4 tiene sobre la expresion de estos genes depende
en Ultima instancia del momento del desarrollo, del tipo de respuesta y de la presencia
de otras proteinas regulatorias.

La actividad dual del factor de transcripcion ABI4 durante las respuestas a

azucares se ha confirmado recientemente (Acevedo et al 2005; Koussevitzky et al.
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2007). La expresion de los genes fotosintéticos, incluidos CAB, PC, RBCS, y Lhch, se
regula negativamente por azucares (Arenas-Huertero et al. 2000; Acevedo et al. 2005,
Koussevitzky et al. 2007). Esta respuesta negativa ya no se observa en las plantulas
abi4, sugiriendo la participacion de ABI4 en la represion por glucosa de varios genes
fotosintéticos (Arenas-Huertero et al. 2000; Acevedo et al. 2005; Koussevitzky et al.
2007). Acevedo et al (2005) demostraron que el factor de transcripcion ABI4 se une
directamente a la caja S (CACCTCCA) sobre el promotor de RBCS reprimiendo asi la
expresion de RBCS en respuesta a glucosa y ABA en plantulas jovenes de Arabidopsis.
Mas recientemente, el andlisis de la expresion de otro gen relacionado a fotosintesis,
Lhcb, demostr6 que ABI4 también participa en la modulacion de su expresion en
respuesta a glucosa y a la sefalizacion retrograda del cloroplasto (Koussevitzky et al.
2007). Ensayos de un hibrido en levaduras realizados con el promotor de Lhcb
indicaron que ABI4 reprime la expresion del gene Lhcb por su unién directa a la
secuencia CCAC sobre el promotor (Koussevitzky et al. 2007).

Hasta la fecha se ha concluido que 6 genes de Arabidopsis son blancos directos
de la proteina, cuya interaccion fisica y relevancia fisiol6gica se ha demostrado
experimentalmente (Acevedo et al 2005; Rook et al. 2006b; Koussevitzky et al. 2007;
Bossi et al. 2009). Debido a que la expresion del gen ABI4 en respuesta a glucosa
depende de la via de HXK (Bossi 2002) y a que ABI4 es un elemento de dicha via
(Arenas-Huertero et al. 2000), es posible sugerir que el factor ABI4 regula la expresién
de sus genes blancos en respuesta a la cascada de sefalizacion iniciada por la HXK
(Figura 2 (a)). En la siguiente seccién se discutiran los posibles mecanismos de accion
que contienden con la funcion dual del factor ABI4 durante las respuestas a azucares.

8.2.4. Una proteina regulatoria + multiples elementos en cis = ¢ caos o versatilidad

funcional ?

La proteina regulatoria ABI4 es el primer miembro de la sub familia ERF-EREB
(familia AP2) que se reporta como un regulador dual de la transcripcion mediante su
unién a tres secuencias similares sobre el DNA (motivo CCAC, elemento tipo CE-1, y
caja S) (Niu et al. 2002; Acevedo et al 2005; Koussevitzky et al. 2007; Bossi et al. 2009).
Una rapida observacion visual del motivo CCAC (Koussevitzky et al. 2007) indicé que
estas 4 bases podrian ser el nucleo del sitio de unién de ABI4 sobre el DNA, ya que
éstas se encuentran presentes en el elemento tipo CE-1 (CACCG) propuesto por Niu et
al. (2002) y en la caja S (CACCTCCA) reportada por Acevedo et al (2005). El andlisis
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por mutagénesis dirigida del promotor de RBCS indic6 que las bases CAC de la caja S
son importantes para la unién de ABI4 apoyando la propuesta de que el motivo CCAC
sea el nlcleo de la caja de unién de ABI4. Sin embargo, experimentos de mutagénesis
en la region regulatoria del gen ABI5 de Arabidopsis indicaron que el motivo CCAC es
dispensable para la unién ABI4 al DNA in vitro, sugiriendo que el elemento CCAC es
diferente del elemento tipo CE-1 funcionalmente. En base a estos resultados, es posible
especular que ABI4 se une a dos elementos en cis funcionalmente diferentes de los
cuales depende, al menos parcialmente, su actividad dual: el motivo CCAC (y su
variante la caja S) es importante para la represion, y la presencia del motivo tipo CE-1
correlaciona con la funcién activadora de ABI4. La cuantificacion in silico de la similitud
entre el motivo CE-1 y la caja S utilizando el programa TOMTOM (Gupta et al. 2007;
http://noble.gs.washington.edu/proj/tomtom) apoya dicha hipétesis y corrobora que
ambos elementos en cis son diferentes (Figura S3). Por otro lado, aunque las
secuencias CCAC y CACCG estan dispersas en todo el genoma de Arabidopsis a una
taza muy elevada, la proteina ABI4 no se une indiscriminadamente a todas ellas (Bossi
et al. 2009). Esto sugiere que bases adicionales sobre el DNA no identificadas hasta el
momento y/o la interaccibn cooperativa con otros elementos en cis seran los
determinantes esenciales del tipo de interaccion entre ABI4 y su promotores blanco. La
caracterizacion in vivo de un mayor numero de genes blanco de ABI4 sera
indispensable para evaluar esta propuesta.

Adicionalmente, aun falta por explorar la(s) posible(s) interaccion(es) de la
proteina ABI4 con otros factores de transcripcidn que actian sobre sus mismos genes
blancos. La participacion de ABI4 con otras proteinas dentro de un complejo regulatorio
transcripcional es otra alternativa para justificar y entender la actividad dual de ABI4
como factor de transcripcion, especialmente al considerar que la proteina ABI4 tiene un
dominio funcional de activacion de la transcripcion (Soderman et al. 2000), pero ningun
dominio proteico relacionado a la funcion represora. Un modelo sobre la actividad
represora de ABI4 dependiente de la interaccion con otras proteinas fue propuesto por
Acevedo et al. 2005 para explicar la regulacion por glucosa de los genes fotosintéticos.
Dicho modelo se detalla a continuacion: 1- los promotores de los genes reprimidos por
ABI4 contienen elementos en cis implicados en la regulacién por luz y por carbono, 2-
los elementos en cis correspondientes a las respuestas a carbono y luz son
independientes y cada uno de ellos une su propio factor de transcripciéon; 3- tales

elementos en cis se localizan muy cercanos entre si, de manera tal que su ocupacion
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resulta excluyente por impedimento estérico; 4- la interaccién entre el elemento de
respuesta a luz y su factor de transcripcién correspondiente, asi como la interaccién
entre el elemento de respuesta a carbono (caja S) y su factor de transcripcion (ABIl4)
resultan en una competencia reversible; 5- como consecuencia ambos factores de
transcripcion no pueden estar unidos al mismo tiempo al DNA; 6- la union de ABI4 a su
caja en cis afecta negativamente la expresion de los genes fotosintéticos debido a su
accion represora (Acevedo et al. 2005) o a su accién de activador débil, lo cual se
percibe como una represion (Rook et al. 2006b). Este modelo resulta adecuado para
explicar el mecanismo de accion de ABI4 sobre la represion de genes fotosintéticos
solamente. La funcion activadora de ABI4 podria explicarse también empleando un
modelo similar al postulado para la represibn de RBCS dependiente de ABI4 en
respuesta a glucosa. En este caso la actividad dual de ABI4 estaria determinada por las
interacciones especificas con uno o mas factores de transcripcién diferentes (Figura
28b). Sin embargo, hasta el momento no se ha identificado proteina que interaccione
con ABI4. Por otro lado, debido a que hasta el momento, la funcién activadora de ABI4
correlaciona con la presencia de la caja tipo CE-1 y su actividad represora con la caja S
o el motivo CCAC, la funcién dual de ABI4 podria depender de sobre qué tipo de caja
ABI4 se une al DNA (Figura 28a; Latchman 2001). Las evidencias acumuladas hasta el
momento no permiten generar un modelo Unico para explicar el mecanismo por el cual
ABI4 ejerce su funcién dual como regulador transcripcional (Figura 28).

A pesar del gran avance realizado en la compresion de la funcién del factor
ABI4, aun faltan més estudios, como por ejemplo, identificar proteinas regulatorias que
interactien con ABI4 para clarificar la actividad dual de ABI4. Por otro lado, un analisis
de expresion transitoria en protoplastos empleando como plasmido efector a un vector
que sobre expresa a la proteina ABI4 y como plasmidos reporteros al gen de LUC
regulado por las cajas minimas de DNA sobre las que interacciona ABI4 (tipo CE-1, caja
C y motivo CCAC) seria util para empezar a entender que importancia tienen las
diferentes cajas de unién para definir si ABI4 actia como un activador o como un
represor. Finalmente, me parece crucial invertir esfuerzos para tratar de identificar otros
elementos de la red transcripcional (ensayos exploratorios: uso de un sistema de dos
hibridos o ensayos de pulldown con la proteina recombinante GST) en la que participa
ABI4 durante el desarrollo y las respuestas a diversos estimulos, como los azUcares y el

estrés.
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Figura 28 — Modelos propuestos para la accion dual de ABI4 sobre la expresion génica en
respuesta a azlcares.

(a) Modelo dependiente de la secuencia de elementos en cis sobre el DNA y bases adicionales
aun no identificadas.

(b) Modelo dependiente de la interaccion fisica entre ABI4 y otras proteinas regulatorias.

Los detalles y abreviaturas se encuentran descritos en el texto.
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8.3. Las funciones de ABI4 durante el ciclo de vida de una planta de

Arabidopsis thaliana.
8.3.1. ABl4 y el desarrollo de las semillas.

El desarrollo de las semillas comprende la embriogénesis y la maduracion. La
maduracion de las semillas es un proceso esencial que se caracteriza por dos
acontecimientos principales: 1 - la acumulacion de las reservas de almacenamientoy 2 -
la maduracion/desecacién de las semillas. El gen ABI4 se expresa en embriones
inmaduros de Arabidopsis (Soderman et al. 2000, Penfield et al. 2006, Bossi et al. 2009)
y evidencias genéticas sefialan que ABI4, junto con otros factores de transcripcion ABI,
esta implicado en la modulacién de genes especificos de semillas y / 0 genes regulados
por ABA durante la maduracion de las semillas (Soderman et al. 2000, Finkelstein
2002). La proteina ABI4 parece tener una responsabilidad limitada sobre la modulacion
de los genes que se expresan en las etapas tempranas del desarrollo de las semillas
(Soderman et al. 2000). Sin embargo, ABI4 podria tener un papel importante en la
regulacion de los genes que se expresan durante las fases tardias del desarrollo de las
semillas. Esta hipotesis es coherente con los resultados del analisis global realizado por
Nakabayashi et al. 2005, donde se observa que la expresion de 5 genes que codifican
para proteinas de almacenamiento de semillas (At1g03880, At4g27150, At4g28520,
At5044120 y At5g54470) se afecta en las semillas secas de abi4. La proteina ABIl4
también participa en la acumulacion de los transcritos de diferentes tipos de LEAs y de
otros genes con funciones de proteccion a la desecacion en las semillas secas
(Nakabayashi et al. 2005). Seria interesante determinar el alcance de la responsabilidad
de ABI4 en la expresidn de los genes especificos de semilla, en particular de los genes
gue codifican para proteinas de almacenamiento y proteinas asociadas a la desecacion,
y si la regulacion por ABI4 se ve influida por los picos enddgenos de ABA y / o el estado
metabdlico de carbono-nitrégeno durante la maduracion de las semillas.

La mutante abi4 no presenta alteraciones en el fenotipo del embrién y/o semillas,
por lo tanto la proteina ABI4 no es un componente esencial de las vias de transduccién
de sefiales que controlan la embriogénesis y la maduracién de las semillas (Finkelstein
et al. 1998, Penfield et al. 2006). A pesar de los estudios realizados, la funcion
especifica de ABI4 durante la embriogénesis y la maduracion de las semillas en
Arabidopsis es incierta, y probablemente redundante. Los niveles de acumulacion del

transcrito de ABI4 durante la maduracion de las semilas y en semillas secas son bajos,
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sugiriendo que la funcién principal de ABI4 y sus principales blancos de accién no
parecen ser relevantes en esta etapa del desarrollo de una planta de Arabidopsis.
Contrariamente, el papel de la proteina ABI4 de maiz parece ser mas importante
durante el desarrollo de las semilas de maiz, ya que su expresion es especifica del
grano, se regula durante el desarrollo de las semillas inmaduras, y no se detecta en los

tejidos vegetativos de plantulas de maiz (Niu et al. 2002).
8.3.2. ABl4 y la germinacion de las semillas (énfasis en la imbibicion).

El éxito de la germinacion es crucial para las plantas y por lo tanto, esta
estrictamente regulado por el medio ambiente, asi como por el “calendario” interno
dictado por las sefiales de desarrollo. La germinacion puede definirse de manera
general como un proceso de dos fases: 1 — la activacion del metabolismo y 2 — el
alargamiento celular. EI metabolismo se activa por la imbibiciéon de semillas, y se
caracteriza por la movilizacion de las reservas almacenadas como lipidos, proteinas y
almidon. Durante este periodo de imbibicion es cuando ocurre la maxima acumulacion
de mensajero de ABI4 (Arroyo et al. 2003). Recientemente, un analisis de microarreglos
demostr6 que la expresion de ABI4 aumenta 23 veces en semillas embebidas en
comparacion con las semillas secas (Nakabayashi et al. 2005). Ademas, la acumulacion
de ABI4 en semillas embebidas es parcialmente dependiente de la presencia de la
proteina ABI4 (Bossi et al 2009). Debido a que los niveles enddégenos de ABA son bajos
durante la germinacion, la expresion de ABI4 podria autoregularse positivamente por
una sefial de desarrollo, por un efecto osmético causado por la imbibicién de las
semillas, por el aumento temporal de carbono que proviene de la degradacion de las
reservas de almacenamiento, o por una combinacién de todos estos estimulos.

En las semillas secas de Arabidopsis, hay altos niveles de transcrito de ABI5, sin
embargo, en las semilas embebidas, estos niveles disminuyen notablemente (91%),
sugiriendo que ABI5 no tiene un papel regulatorio importante durante la imbibicién de
las semillas en condiciones normales de crecimiento. A pesar de ello, la abundancia del
mensajero de ABI5 disminuye 47% en semillas embebidas de la mutante abi4. Este
dato curioso sugiere que durante la imbibicién de las semillas, el(los) factor(es) que
mantiene(n) elevados los niveles del transcrito de ABI5 desaparece(n), y la proteina
ABI4 podria tomar el lugar de esta(s) proteina(s) regulatoria(s), pero actuando como un
activador débil de la expresion de ABI5 manteniendo sus niveles bajos en condiciones

normales de crecimiento y asegurandose asi que la proteina ABI5 y los genes
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relacionados a ABA/dormancia regulados por ABI5 no interfieran con la germinacion.
Este modelo coincide con el modelo hipotético de accién de ABI4 sugerido por Rook et
al 2006b quien propone que el factor ABI4 es un activador débil de la expresién de
APL3 y de genes fotosintéticos como RBCS en respuesta a azlcares.

La mutante abi4 no afecta el fenotipo visible de las semillas de Arabidopsis o el
proceso de imbibicion, lo que sugiere que la funcion de ABI4 en las semillas es
redundante o se vuelve importante en respuesta a condiciones ambientales severas. En
las semillas bajo condiciones de estrés, los niveles de ABA aumentan y la germinacion
se inhibe: la radicula no emerge, las reservas no se movilizan y no se pierde la
tolerancia a la desecacion. Las semillas de Arabidopsis almacenan carbono en forma de
triglicéridos, y el 90% de esos triglicéridos se acumulan en el embrion (Penfield et al.
2006). Andlisis genéticos indicaron que la proteina ABI4 es importante para modular la
germinacion de Arabidopsis en condiciones adversas, a través de la modulacién de los
procesos regulados por ABA tales como el catabolismo de triglicéridos en el embrién
(Penfield et al. 2006). ABI4 actia como un elemento hacia abajo en la sefalizacion
durante el desarrollo de las semillas y la germinacién, principalmente implicado en la
modulacion de genes finales del metabolismo. Sin embargo, el factor ABI4 parece ser
un punto de convergencia de la mayoria de las vias de sefalizaciébn de estrés,
incluyendo las sefales de estrés derivadas de la comunicacion retrograda nucleo-
cloroplasto (Koussevitzky et al. 2007). Mas intrigante aln es el hecho de que ABI4
parece ser una molécula integradora de las diferentes sefiales tanto internas como
externas durante la germinacion. El aumento de ABI4 durante el periodo de imbibicion
parece ser importante para preparar a la semillas para que germinen, y su disminucién
(o inactividad) parece relevante para que la germinaciéon se complete ya que los niveles
de ABI4 empiezan a decrecer luego de la imbibicion en condiciones normales de
crecimiento (sin estrés). Mi vision actual es que el medio ambiente determina la
expresion del gen ABI4 y, quien a su vez, controla a los switches que disparan los
eventos post-germinativos (después de la imbibicién). Cuando el ambiente es favorable,
la funciébn de ABI4 “desaparece” parcialmente ya que su expresion disminuye en
ausencia de condiciones de estrés. Esto permite que la semilla germinada se
establezca exitosamente. En este sentido ABI4 parece actuar como un regulador
negativo de los eventos que se desencadenan luego de la imbibicion de las semillas
(Figura 30).
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8.3.3. ABl4 y el establecimiento de las plantulas jovenes.

En condiciones normales de crecimiento, ABI4 se detecta en el hipocdtilo, los
cotiledones y la radicula de las plantulas jévenes (Soderman et al 2000, Arroyo et al.
2003), lo cual coincide con su papel propuesto como punto de control durante el
establecimiento de la plantula (Arroyo et al. 2003). Resulta interesante a este respecto
que la expresion de ABI4 es notablemente intensa en cotiledones, aunque casi
indetectable en las hojas verdaderas que aparecen en la plantula a medida que ésta
crece, sugiriendo que la participacion de ABI4 no es esencial en tejidos autotroficos
(Figura S1 en Apéndice Il). Por otro lado, el promotor de ABI4 presenta un patron de
expresion curioso durante el desarrollo de la raiz: se detecta en toda la radicula en las
semillas en germinacion, su expresion se limita al apice radical en plantulas de 3-4 dias,
y no se observa expresidon en las raices de plantas adultas (Bossi 2002, Arroyo et al.
2003). La expresion del gen GUS dirigida por el promotor de ABI4 en el apice de la raiz
se intensifica en respuesta a glucosa (Figura S2 en Apéndice Il). El patrén de expresion
del promotor de ABI4 en las raices de plantulas de 3 dias en GM y en respuesta a
glucosa es similar al observado para el promotor del gen ABI5 (Brocard et al 2002),
sugiriendo que ambos factores ABI se corregulan en el apice radical en plantulas de 3
dias y en respuesta a glucosa. Analisis genéticos en las células del apice de la raiz
seran necesarios para determinar si la proteina ABI4 regula la expresion del promotor
de ABI5 en raices. El patron de expresion del promotor de ABI4 durante el ciclo de vida
de Arabidopsis es consistente con la propuesta mencionada en la seccién anterior
donde se especula que ABI4 es un punto de control que actia como regulador negativo
del desarrollo durante la germinacion y los eventos post-germinativos.

La transicion de las plantulas desde organismos heterotrofos a autotrofos es otro
de los pasos cruciales en el desarrollo de plantas. Después de la protrusién de la
radicula (germinacion), las nuevas plantulas (aun heterétrofas) se autoabastecen
durante su crecimiento temprano a través de la movilizacion de las reservas de
almacenamiento disponibles. Si la movilizacién de reservas, particularmente de lipidos,
en el embriobn se interrumpe por condiciones ambientales adversas, entonces la
germinacion se detiene y el embrion entra en una etapa latente (Penfield et al., 2006).
Otros eventos de arresto del desarrollo pueden observarse durante el periodo post-
germinativo en respuesta a un ambiente desfavorable. Por ejemplo, el desarrollo de las
plantulas puede ser detenido por altas concentraciones de azlcares o de ABA dentro de

una ventana de desarrollo que incluye las primeras 48-72 horas después de la
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germinacion de las semillas (Lopez-Molina et al. 2001; Arroyo et al. 2003; Dekkers et al.
2004). Interesantemente, ABI4 tiene mdltiples funciones durante este delicado proceso
de crecimiento temprano. En particular, la presencia de la proteina ABI4 es muy
importante durante el establecimiento de plantulas, ya que participa en la cascada de
sefializacién que modula la movilizacién de reservas de almacenamiento (Penfield et al.,
2006), la expresion de genes fotosintéticos (Acevedo et al. 2005, Koussevitzky et al.
2007, la sefalizacion retrograda de cloroplasto (Koussevitzky et al. 2007), el crecimiento
de la raiz (Soderman et al. 2000, Signora et al. 2001, Ramon et al. 2007) y en respuesta
a azucares y/o ABA. El factor ABI4 podria controlar estos procesos mediante su union
directa a sus genes blanco en estas condiciones. Asi, la expresion del gen fotosintético
RBCS esta regulada directamente por ABI4 en respuesta a glucosa y ABA (Acevedo et
al. 2005); la expresion de genes del metabolismo de carbono, como APL3 y SBE2.2, en
respuesta a glucosa depende de la presencia de la proteina ABI4 (Rook et al. 2006b,
Bossi et al. 2009); y las respuestas a glucosa, ABA y osmético de los genes regulatorios
ABI4 y ABI5 dependen de la interaccion del factor de transcripcion ABI4 sobre sus
promotores (Bossi et al 2009, Figura 20).

Los niveles de mensajero de ABI4 son bajos en las plantulas, pero la
acumulacién de su transcrito aumenta en respuesta a azlcares, fitohormonas y estrés
osmdético (Soderman et al. 2000, Bossi 2002, Arroyo et al. 2003, Penfield et al. 2006,
Ramoén et al. 2007, Bossi et al. 2009, Figura 1 en Apéndice Ill ); y la proteina ABIl4
parece ser esencial para que las plantulas sobrevivan en ambientes severos
(Finkelstein et al. 1998, Arenas-Huertero et al 2000, Quesada et al. 2000). A este
respecto, ABI4 parece ser fundamental para modular las respuestas relacionadas a
ABA que se asocian a la sefializacion por glucosa durante el establecimiento temprano
de la plantula actuando como un elemento de la via de sefializacion por glucosa
dependiente de hexocinasa (Price et al. 2003). Por otro lado, ABI4 también es
importante como un elemento de la via de sefalizacion de ABA que controla la
germinacion de las semillas (Finkelstein et al. 1998; Penfield et al. 2006). Estos datos en
conjunto sugieren que ABI4 podria tener dos funciones concretas y parcialmente
independientes en estas dos etapas (germinacion y establecimiento de la plantula)
definidas por el conjunto de genes que ABI4 modula durante las respuestas a ABA en la
germinacion y a glucosa en plantulas jovenes. Si esto es asi, aun faltan identificar

muchos mas genes blancos directos del factor ABI4 los cuales seran fundamentales
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para comprender en detalle la funcién del factor ABI4 durante el ciclo de vida de

Arabidopsis thaliana.
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Figura 29 — El factor ABI4, la semilla y la plantula de Arabidopsis
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9. Conclusiones

e La deteccion de la proteina ABI4 endd6gena con anticuerpos especificos no fue
posible en Arabidopsis, sugiriendo que el factor ABI4 se encuentra a muy bajos niveles
en las plantas.

e Estudios destinados a incrementar los niveles de la proteina ABI4 en Arabidopsis
sugirieron que la abundancia del factor ABI4 parece estar sujeta a regulacién post-
transcripcional, ya que plantas sobre expresoras del transcrito de ABI4 no aumentaron
de manera proporcional los niveles de proteina endogena.

e La proteina ABI4 se une a la secuencia CACCG en el promotor de los genes ABI4,
ABI5 y SBE2.2, indicando que ABI4 regula la expresién de estos tres genes de manera
directa.

e Experimentos in vivo indicaron que el factor ABI4 actia como un activador
transcripcional sobre la expresion de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2.

e EIl andlisis de la expresién del promotor de ABI4 en plantas transgénicas que
carecen de la proteina ABI4 demostraron que el factor ABI4 es el principal regulador de
su expresion tanto durante el desarrollo temprano de la plantula como en respuesta a
glucosa, ABA y osmdtico.

o Estos resultados mas datos previamente publicados que demostraron que la
proteina ABI4 reprime genes fotosintéticos mediante su unién directa al DNA sugieren
fuertemente que ABI4 tiene una actividad dual como regulador de la expresién génica
en respuesta a glucosa. El mecanismo que controla la actividad dual de ABI4 adn se
desconoce.

e Debido a la naturaleza de los genes que modula ABI4, es posible especular que
ABIl4 actla abajo en la via de sefializacion en respuesta a glucosa controlando

principalmente la expresion de genes metabdlicos.
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10. Perspectivas

e Estudios anteriores a este trabajo demostraron que el gen ABI4 esta extensamente
regulado durante el desarrollo y en respuesta a diferentes estreses. Este trabajo sugiere
que la abundancia de la proteina ABI4 también esta sujeta a una estricta regulacién. Por
lo tanto, seria importante realizar un estudio de deleciones de los diferentes dominios de
la proteina ABI4 con el objetivo de determinar la funcionalidad de cada dominio y tratar
de afectar los niveles de acumulacién de ABI4 para poder asi llevar a cabo la
caracterizacién bioquimica del factor ABIA4.

o El andlisis de la actividad de la proteina ABI4 sobre la expresién de distintos genes
blanco en respuesta a glucosa demostré que ABI4 es un factor dual capaz de activar o
reprimir la transcripcién segun el promotor al que se una. Estudios posteriores sobre
elllos mecanismos que controlan la dualidad de ABI4 serian interesantes para
comprender de que manera ABI4 participa en la regulacion transcripcional de los genes
modulados durante las respuestas a azucares.

e Los factores de transcripcién forman parte de complejos transcripcionales donde
diferentes factores interactian entre si para determinar la expresion final de la mayoria
de los genes en las plantas, por ello seria importante tratar de identificar proteinas
regulatorias que interactien con ABI4 durante la sefializacion por azlcares. De esta
manera se podrian empezar a caracterizar los complejos transcripcionales que se
encienden durante la respuesta a glucosa.

¢ Como se ha mencionado en las conclusiones, ABI4 regula genes efectores finales
de la respuesta a la cascada de transduccion de sefiales. A este respecto, seria muy
interesante tratar de identificar a las proteinas que modulan la actividad del factor ABI4,
y de esta manera determinar los elementos de la sefializacién por azlcares que actian
arriba de ABI4.
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