UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS
DE HIDALGO

Coordinacion de estudios de Posgrado

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE DOCTORADO EN
CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE BIOLOGIA

Caracterizacion de la expresion especifica en tejidos y 6rganos
del gen AtSpen2 y de los genes que codifican enzimas sacarosa-
fosfato sintasas (SPS), en Arabidopsis thaliana (L.), Heynh

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS EN
MANEJO Y CONSERVACION DE RECURSOS NATURALES

Presenta:

M.C. MARIA GLORIA SOLIS GUZMAN

Director de Tesis

D.C. Miguel Martinez Trujillo

U.M.S.N.H

D.C. Gerardo Rafael Arguello Astorga

Morelia Michoacan, Mayo 2017 l

FACULTAD

BIOLOGIA



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

Programa Institucional de
Doctorado en Ciencias Biologicas

DR. CARLOS CORTES PENAGOS

COORDINADOR GENERAL DEL PROGRAMA INSTITUCIONAL DE
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTE

Por este conducto nos permitimos comunicarle gue después de haber revisado el
manuscrite.finzl de I» Tesis Titulada: “Caractenzacion de [a expresion especifica en tejidos v
arganos del gen AtSpon?2 y de los genes que codifican enzimas sacarosa-fosfato sintasas
(SPS), en Arabidopsis thalfana (L.), Heynh" presentado por lo MC. MARIA GLORIA soLfs

GUZMAN, consideramos que reune los requisites sufidentes para ser publicade y defendids en
Examen de Grado de Doctora en Ciendlas.

Sin otrop particular por el momento, retteremeos o usted un cordial ssludo.

ATENTAMENTE
Morelia, Michoacan, 06 de abril de 2017

MIEMBROS DE LA COMISION REVISORA

yre ( -

/) L
- ,’, ,‘(“'1.“-'"? T ) .I t M%
i ‘

Dr.-Migual Ma A Trujillo Dr. Gerardo Rafael Argiieflo Astorga
Director de T Co director -
N % \\\
QA W\ W),
. <~ \ \ AN
/> s A%
Dr. José& Lapez\Bucio Dr. Joel Edimundb Meza

Yocal 1 Vecal

Dr. LeNinSanchez Calderon
Vocal

c.c.p. Archive de la OCyMRN

Coordinacida de Posgrade de fo Feowlted de Blodogia, Edlf “R” Plamic Bafa. Cludad Unidversitorte, Mareiia, Mlichoooin
CP 58060, Tel/Fax. (443) 3167412, Email: sevcccs@yoheocune o poerritosharrige



EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE
GENETICA Y MICROBIOLOGIA DE LA FACULTAD DE BIOLOGIA
DE LA UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO, BAJO LA ASESORIA DEL D.C. MIGUEL MARTINEZ
TRUJILLO Y CO-ASESORIA DEL D.C. GERARDO RAFAEL
ARGUELLO ASTORGA. PARA SU REALIZACION SE CONTO CON EL

APOYO DEL CONACYT, PROYECTO CB-2011-169769






AGRADECIMIENTOS

Mi mas profundo agradecimiento al D.C. Miguel Martinez Truijillo, por todo el apoyo
brindado durante la elaboracion de este trabajo, mil gracias.

Al D.C. Gerardo R. Arguello Astorga, por todos sus acertados comentarios para el
mejoramiento de este trabajo.

Al comité sinodal integrado por: D.C. Joel E. Lépez Meza, D.C. José Lopez Bucio y
D.C. Lenin Sanchez Calderon, por sus aportes y comentarios realizados a lo largo

de estos afos de trabajo.

Ala D.C. Patricia Rios Chavez y M.C. Luis Maria Suarez Rodriguez por su asesoria

técnica durante la realizacion de éste trabajo

A todos los integrantes del laboratorio de Genética y Microbiologia, muchas gracias.

A la Coordinacion General de Estudios de Posgrado de la Universidad Michoacana

de San Nicolas de Hidalgo por la beca otorgada.



iNDICE

INDICE GENERAL

Pagina

INDICE GENERAL.......cucuiniucsiniiscssasissessastsssssastsssssstssssssssssssassassssssssasssssssssssssssessssssssassssssssssssssns i
INDICE DE FIGURAS .....cvuiucneicssssasicssssastesssstssssastssssssssssssssssssssssssasssssassassssssssesssssessssssssassssns iii
INDICE DE TABLAS ......cotvicminriicssssatessssttsssastsssssssstassssssssssssssssasssssssssssssssassssssssassssssssasassssssssns v
RESUMEN .....cuiiiiiiitiiiieteiieeessisssasssssssas et sessas s s sessass s sessas s s s e sane s sessansesesssssssesssnnsssssssnsssessssnessssnns vi
= Y 1Y o R viii
INTRODUCCION GENERAL .......cotrueeetraeertsseseesesssesessssssssssssssssssesssensesesessesessssssssssessssssssnsesssenssns 1
I.  ANTECEDENTES GENERALES .........cccceiiiiuntiriinneiinisneeisssasesssssasessssssssssssssssssssssasssssssansssesssnns 3
1.1.  Arabidopsis thaliana como modelo experimental .........ccccoovvviiiiieiiiiiieeecce e, 3
1.2. Elgenoma de Arabidopsis tRAliQNQ ..............cccccooeeeeiiiiieii i 3
1.3.  Recursos y bases de datos en Arabidopsis thaliana ..................cccceeeeiieiiiiiiiiiieeeeeeeeeinnn. 5
1.4. Caracterizacion de genes en Arabidopsis thaliaGna.................ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiieiieieieeeeeeeennn, 8
1.5. Elgen At4g12640 de Arabidosis thaliana de funcidn desconocida..........ccccceeuunrnnnnnnnnnnnn. 9
1.6. Lafamilia de proteinas de tipo Split ends (SPEN) ......uuuuruumuiuii e 11
1.7. Llas proteinas Spen de plantas y los genes que las codifican. ........ccccceeeeiiiiiiiiiiicicicccnnnn. 13

1.8.  El gen At4g12640 interaciona in vivo con la region 5’ del ARN del gen sacarosa fosfato

SINtAsa (SPS1) A AITOZ...cccce e 15
1.9. Las enzimas sacarosa-fosfato sintasas (SPS) .........uueuuuuuuuuuuuuuueiii e 16
1.10. Los genes sps son regulados transcripcional y postraduccionalmente. ...................... 21
1R 10y T o7 Yl o T 24
I HIPOTESIS ...ocucueiincnsiiccssiissssssstssssssssssssssssssessssasssssssstsssssssssssssssasssssssasssssssssssssssassassesns 25
LY 0 1= 11 LY 0 LN 26
V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ......uciiiiiiimmuiiiiiiinieeeeessises s eseaasssss s s s ssaasssss s s s s s s s naasssssssssnesnnes 27
VI, RESULTADOS ....cuueiiiiiineiiiiiueeiniissessississssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssasesssssanes 28

6.1.  Expression analysis of the Arabidopsis thaliana AtSpen2 gene, and its relationship with

other plant genes encoding SPen Proteins ... 29
ABSTRACT ..tteeieititee e ettt e e sttt e e estre e e e seta e e e saataeeeesaeaeesastaeeeeanssaeeeanssseaesasssaeeeanstseeeeassneesannens 29
INTRODUGCTION ... .uttieiitieeee ettt e s st teeeeseteeeessnrreesessteeeeessseaeesasnsseeesasseeesensssneessssssesessssseeenans 30



iNDICE

MATERIALS AND IMETHODS ... .o 33
RESU LTS e 37
DISCUSSION .. 49
CONGCLUSION. ...ttt s 54
REFERENCES ... e 54

6.2. The Arabidopsis thaliana sucrose-phosphate synthase (sps) genes are expressed

differentially in organs and tissues, and their transcription is regulated by osmotic stress........ 59

A B ST R A CT ettt ettt et e e et ettt e e e e e ettt e e e e e et teba e e e e e teea b e e aeeeteenn e as 59
INTRODUGTION ... ettt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e et ete s e e eeeeeeesnaa e e eeeeeeeennaannnnas 60
MATERIALS AND METHODS ... ettt ettt e ettt s e e e e e ettt e e e e e e e eeenaa e as 64
RESULTS ettt ettt e e et ettt e e e e e e et ete e e e e e e tee e s e e e eeeeteebna e e e eeeeeeenna e eas 68
DISCUSSION ...ttt ettt ettt ettt ettt e e ettt e e s a bt e e e e s be e e e e e ab e e e e e aubeeeeeaanbeeeeeanbeeeeeaanbeeaeanns 79
REFERENGCES ... ettt ettt e e ettt e e e e e e ettt e s e e e e eteeba e e e eeaeeeaennaaanas 82

VII. DISCUSION GENERAL ......cecveueereerressereesessesessessesessessssessessssessssessessesesessessssssessessesessessesessnens 88
VIIl. CONCLUSIONES GENERALES .........ccottteemiiiiiiiieneaeiiiienieeeanesssss s s s ssaasssssss s s s s snsssssssssssesnnes 93
IX. BIBLIOGRAFIA COMPLEMENTARIA .....c.oeoveuerrereerersesessesessessessssessesessessessssessesssssssesessssessensenes 94
X. ANEXO. Documentos de divulgacion generados.........cccccciiiiriiiiiiiiiiiiienieniissssssssssssssssssssssnnns 98



iNDICE

iNDICE DE FIGURAS
Pagina

Figura I.1. Comparacion del porcentaje de genes identificados por distintos métodos en

los genomas de diferentes especies de plantas.............ccccooiiiii 9
Figura 1.2. El gen At4g12640 de Arabidopsis thaliana codifica para una proteina de tipo

Spen de funcCion deSCONOCIAA ..........cii i e e e eeeeees 11
Figura 1.3. Secuencia basica conservada en las proteinas Spen..........cc.oooevvveiiiiiineeenee. 14
Figura 1.4. Region 5’ lider del gen SpS1 de arroz. ... 16
Figura I.5. Sintesis de SacaroSa.. ... 18
Figura I.6. Analisis evolutivo de las enzimas SPS. ... 21

Figura IV.1. Estrategia experimental utilizada en los estudios del gen AtSpen2 y los genes

AtSPS1F, AtSPS2F, AtSPS3F y AtSPS4F, de Arabidopsis thaliana. ..............cccccccvveeeeee. 27
Figure 6.1.1. The AtSpen2 gene encodes a Spen putative protein..............ccovevvvieenenn. 39
Figure 6.1.2 Dendogram inferred using Neighbor-Joining of plant Spen proteins derived

from the SPOC domain COMPAriSONS. .......uuiiiieeeeeeiiee e e e e e e e e e e eeeeenns 41
Figure 6.1.3. Analysis of growth and development in A. thaliana lines ............................ 43
Figure 6.1.4. AtSpen2 expression levels in A. thaliana lines................cccociiinnn, 45
Figure 6.1.5. Putative cis-regulatory elements in the AtSpen2 promoter.. ....................... 46

Figure. 6.1.6. Expression conferred in by the AtSpen2 promoter region in different organs
= o IR (TS PP 48

Figure 6.2.1. Steps in the construction of vectors with the promoter regions of the
Arabidopsis thaliana sps genes fused to the gfp::uidA reporter genes. ........c..coeevvveevnnnenn. 69

Figure 6.2.2. Steps in the Arabidopsis thaliana transformation with the constructed sps
A= e o] = TS 70

Figure 6.2.3. Expression conferred by the promoters of the sps genes in A. thaliana
VEGELAtIVE SITUCTUIES. ... 71

Figure 6.2.4. Expression conferred by the promoters of the sps genes from A. thaliana in
stele and COIUMEIIA FOOTS.. ......uuiuiiiiiiiiiii s 72

Figure 6.2.5. Expression conferred by the promoters of the sps genes in Arabidopsis
LU T LTz U= T 0= T 73

Figure 6.2.6. Transcripts levels of the Arabidopsis thaliana sps genes............cccccceeveeee. 75

Figure 6.2.7. Effect of osmotic stress on the root growth and proline levels in Arabidopsis
(g =1 [T o = VPPN 76



iNDICE

Figure 6.2.8. Effect of osmotic stress on the transcript levels of the sps genes in
Arabidopsis thaliana..........cooeiei s 77

Figure 6.2.9. Effect of osmotic stress on the expression of the abi4::uidA genetic marker in
Arabidopsis thaliana Plants.. ... 78



iNDICE

INDICE DE TABLAS

Pagina
Tabla I.1. Resumen de las caracteristicas gendmicas de Arabidopsis thaliana. ................ 5
Tabla I.2. Bases de datos bioinformaticos de Arabidopsis thaliana................cccccuveeeeeeeenn. 6
Tabla 1.3. Descripcion del gen At4g12640. .........uueeiiiii s 10

Tabla 1.4. Genes reportados en plantas y algunas cianobacterias que codifican enzimas
sacarosa-fosfato SiNtasas (SPS). .....ceviiiiiiiiiiiiiiiiieie 20

Table. 6.1.1. Comparison of organ and tissue-specific expression patterns of the uidA
reporter gene directed by the AtSpen2 and fpa gene promoters in Arabidopsis thaliana.. 51

Table 6.2.1. Comparison of organ and tissue-specific expression patterns of the sps genes
in A. thaliana, between the reported by Volkert et al. (2014) and this work. ..................... 74



RESUMEN

RESUMEN

Las proteinas de tipo Spen tienen, al menos, un dominio que permite la union
a ARN (RRM) y otro dominio llamado SPOC, que participa en interacciones con
otras proteinas, por lo que las proteinas Spen de plantas estan involucradas en la
regulacion de diferentes procesos biologicos. ElI gen At4g12640 de Arabidopsis
thaliana, codifica para una proteina putativa de tipo Spen de funcidén desconocida.
Mediante experimentos de interaccidn in vivo con el sistema de tres hibridos en
levadura, se determiné que la proteina codificada por el gen At4g12640 interactua
de manera especifica con la region 5’ lider (no traducida) del ARNm del gen spsl
de arroz, el cual codifica una enzima que sintetiza sacarosa. Para entender el
significado biologico de esta interaccion, se analizé bioinformaticamente el gen
At4g12640 (denominado AtSpen2 en este trabajo) y su proteina putativa, ademas
se caracterizo la actividad especifica en tejidos y 6rganos del promotor de éste gen,
asi como las regiones reguladoras de los cuatro genes de A. thaliana que codifican

enzimas sacarosa-fosfato sintasas (SPS).

El analisis bioinformatico reveld que el dominio SPOC de AtSpen2 presenta
baja identidad en secuencia con el dominio equivalente de la segunda proteina Spen
de A. thaliana, FPA, identidad que es incluso menor a la que exhibe respecto a
proteinas Spen de otras especies, como OsRRM de arroz. Se analizé el crecimiento,
desarrollo y tiempo de floracion de lineas knock-out o de perdida de funcién (KO), y
transgénicas (OE) que sobre-expresan el gen AtSpen2, pero en ambos casos no se
encontraron diferencias significativas con respecto a la linea silvestre Col-0. Se
obtuvieron plantas de A. thaliana transformadas con construcciones genéticas que
llevan fusionada la region promotora del gen AtSpen2 a los genes reporteros
uidA::gfp. Los resultados demostraron que la expresion esta asociada al tejido
vascular en diferentes érganos: raiz, hojas cotiledonares y verdaderas, tallo floral y
gineceo; ademas, se observo expresion en los 6vulos y embriones en desarrollo en
la fase globular. La expresion determinada experimentalmente sugiere que la
funcibn del gen AtSpen2 esta asociada al tejido vascular, probablemente
involucrada en procesos de transporte y/o en la formacion del tejido mencionado.

Vi



RESUMEN

La enzima sacarosa-fosfato sintasa (SPS), cataliza la reaccién entre UDP-
glucosa y la fructosa 6-fosfato que genera sacarosa-6-fosfato, la cual es
desfosforilada por la sacarosa-6-fosfato fosfatasa (SPP), para sintetizar sacarosa.
En el genoma de A. thaliana se encuentran presentes 4 genes que codifican para
proteinas SPS. En este trabajo se generaron plantas transgénicas que contienen la
region promotora de cada gen sps de A. thaliana fusionada a los genes reporteros
uidA::gfp, para determinar sus niveles de expresion en organos y tejidos. Se observo
un patron de expresidon en las hojas cotiledonares y verdaderas, asi como en el
tejido vascular, en los casos de los promotores AtSPS1F, AtSPS2F y AtSPS3F. En
la raiz, la expresidn se observo en el cilindro central, el periciclo y en las células de
la columnela, por lo que se sugiere la existencia de ciclos de sintesis y degradacion
de sacarosa en los 6rganos sumidero. El patrén de actividad del promotor AtSPS4F
sugiere que éste gen esta involucrado en el desarrollo de los embriones. Se analiz6
ademas, el efecto del estrés osmotico en los niveles de transcripcion de los 4 genes
sps: La expresion transcripcional de AtSPS2F aumentdé mas de 4 veces, la de
AtSPSA4F se duplico, y la expresion de AtSPS1F y AtSPS3F no se modifico.

Los resultados indican que la funcién de AtSpen2 ha divergido del gen FPA en
A. thaliana en parte por la divergencia del dominio regulador SPOC aunado al
diferente patrén de expresion transcripcional de ambos genes. Por otro lado, la
regulacion transcripcional de los genes sps de A. thaliana muestra diferencias y
traslapes a nivel de tejidos y érganos, lo que posiblemente les permite contribuir
conjuntamente en la sintesis de sacarosa en algunos sitios y desempefiar su
actividad de manera individual en otros sitios, modulando asi la sintesis de sacarosa
de una manera mas fina; ademas, la diferencia en la expresion transcripcional de
los genes sps en respuesta al estrés osmotico, pudiera ajustar adecuadamente la
sintesis de sacarosa y, junto con otras respuestas, lograr la adaptacion al estrés
hidrico.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, Spen, AtSpen2, genes sps, sacarosa.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Spen proteins have at least one RNA binding (RRM) domain and a SPOC
domain which is involved in protein-protein interactions; Spen proteins play a role in
different biological processes. The Arabidopsis thaliana gene At4g12640 of
unknown function, codes for a putative Spen-like protein. Using the yeast three-
hybrid system, it was determined that protein encoded by At4g12640 gene
specifically interacts with 5 RNA leader region of sps1 gene in rice, encoding an
enzyme that allows the synthesis of sucrose. To understand the biological
significance of this interaction, we analyzed At4g12640 gene (called AtSpen2 in this
work) bioinformatically and its putative protein. In addition, we have characterized
the tissue and organ specific activity of the AtSpen2 gene promoter. Furthermore,
the activities of the upstream sequences of the four genes of A. thaliana encoding
sucrose-phosphate synthase (SPS) enzymes were assessed in transgenic plants by
using fusions to reporter genes. Bioinformatic analyses revealed that the SPOC
domain of AtSpen2 protein exhibits low sequence identity to its equivalent domain in
FPA (i.e., AtSpen1 protein) of A. thaliana; the low sequence identity between the two
Spen proteins of Arabidopsis is even lower than that exhibited with Spen proteins
from other plant species, such as rice OsRRM. Development and flowering time of
AtSpen2 knock-out line (KO) as well in transgenic lines overexpressing AtSpen2
(OE) were analyzed, and surprisingly no significant phenotypic differences were
observed respect to wild-type Col-0 line. We obtained A. thaliana plants transformed
with a genetic construct that carries the promoter region of AtSpen2 fused to reporter
genes uidA::gfp. Expression of the latter genes were observed at the vascular tissue
of various organs: root, cotyledonary leaves, true leaves, floral stem and gynoecium.
AtSpen2 expression was also detected in developing embryos at globular phase.
This expression pattern suggests that AtSpen2 has a function at the vascular tissue

level, either involved in transport processes and/or on its formation.

The sucrose-phosphate synthase (SPS) catalyzes the reaction between UDP-
glucose and fructose-6-phosphate to form 6-phosphate sucrose, which is finally
dephosphorylated by sucrose-6-phosphate phosphatase (SPP) to synthesize

viii



ABSTRACT

sucrose. A. thaliana genome encodes four SPS enzymes. In this work A. thaliana
transformant plants containing the promoter region of each sps gene fused to the
uidA::gfp reporter genes were generated, to determine their expression levels at
organs and tissues. We observed an expression pattern in cotyledonary leaves, true
leaves and vascular tissue for AtSPS1F, AtSPS2F and AtSPS3F constructs. In the
root, expression was found in the stele and pericycle, as well as columella cells. This
suggests the existence of synthesis and degradation cycles of sucrose in sinks
organs. AtSPS4F gene was associated to embryo development. The effect of
osmotic stress on the transcription levels of all four sps genes was also analyzed.
AtSPS2F expression was increased more than 4-fold, AtSPS4F expression was
duplicated, while the AtSPS1F and AtSPS3F expression did not show changes at

all.

The results suggest that AtSpen2 function of A. thaliana has diverged from FPA
gene by the divergence of the SPOC regulatory domain coupled with the different
transcriptional expression pattern of both genes. On the other hand, the
ranscriptional regulation of A. thaliana sps genes shows either differences and
overlaps at tissues and organs level, possibly allowing them to contribute together
in sucrose synthesis in some sites and to perform their activity individually in other
zones, modulating thus the sucrose synthesis in a more finely way. Transcriptional
expression differences of sps genes in response to osmotic stress, could adequately
adjust the sucrose synthesis and, together with other responses, achieve an
adaptation to water stress.

Key words: Arabidopsis thaliana, Spen, AtSpen2, sps genes, sucrose.
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Las proteinas de tipo “Extremos abiertos” (“Split ends” o Spen) tienen uno o
mas dominios para la union a ARN (RRM) y otro dominio (SPOC) que permite
establecer una interaccion con otras proteinas. Se ha establecido que las proteinas
Spen participan en procesos de regulacion genética. En el genoma de la planta
modelo Arabidopsis thaliana se han identificado dos genes que codifican proteinas
Spen. Uno de ellos codifica a la proteina FPA, que participa en el proceso de
floracion (Schomburg et al. 2001). El segundo gen, At4g12640, codifica para una
proteina Spen de funcion desconocida (TAIR: The Arabidopsis Information
Resource).

Una manera de introducirse al estudio de la funcion de un gen consiste en
analizar la expresion conferida por la regidn promotora, lo cual es posible mediante
la fusion de estas regiones a genes reporteros para la posterior transformacion de
plantas, lo que permite estudiar su expresién in vivo en los diferentes 6rganos vy
tejido (Ruijter et al. 2003)

Mediante experimentos de interaccion in vivo utilizando el sistema de tres
hibridos en levadura, Toledo-Jacobo et al. (2009) determinaron que la proteina
codificada por el gen At4g12640 interacciona de manera especifica con la region 5’
lider del ARN del gen de arroz spsl que codifica para una enzima que permite la
sintesis de sacarosa a partir de UDP-Glucosa y Fructosa 6-Fosfato.

El gen sps1 de arroz codifica para la enzima sacarosa-fosfato sintasa (SPS),
que hace posible la sintesis de sacarosa (Valdez-Alarcon et al. 1996). Este
disacarido ocupa una posicion central en el metabolismo de todas las plantas, es el
principal producto de la fotosintesis en la mayoria de ellas y es exportado de las
hojas a todos los tejidos heterotréficos (Ruan 2014). Al igual que en otras especies
vegetales, en A. thaliana existen varios genes que codifican enzimas SPS, cuatro
en esta especie. Considerando que la sacarosa es un compuesto clave en el
metabolismo vegetal, existen diferentes niveles en los cuales se regula su sintesis,
transporte y degradacion; al nivel de las enzimas SPS, se ha reportado que éstas
pueden ser reguladas alostéricamente y por fosforilacién. Se ha considerado que
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las diferentes SPS en las plantas pueden tener diferencias en su actividad catalitica
y ademas diferir en sus niveles de expresion en las diversas etapas de desarrollo y
organos de las plantas (Lutfylla et al. 2007). No obstante, se conoce poco de la
regulacion a nivel transcripcional de los genes sps. Por otro lado, la complejidad de
los procesos reguladores que conducen a la sintesis de sacarosa hace necesario

profundizar en ciertos aspectos de estos procesos

En este trabajo se caracterizo la expresion conferida por la region promotora
de los 4 genes sps en A. thaliana en los diferentes 6rganos y tejidos de la planta, y
se compararon con los reportados previamente; también se determinaron los niveles
de transcritos de SPS bajo efectos del estrés osmdético, siendo éste un regulador de
la fosforilacion de las enzimas SPS. Por otra parte, en este estudio se aporta
informacion relevante para conocer la funcién del gen At4g12640, el cual codifica

una proteina putativa de tipo Spen en A. thaliana.
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I ANTECEDENTES GENERALES

1.1. Arabidopsis thaliana como modelo experimental

En las ultimas décadas Arabidopsis thaliana (L.), Heynh ha sido un organismo
ampliamente utilizado en los laboratorios de muchos fisidlogos, bioquimicos,
bidlogos del desarrollo y genetistas de plantas, lo que la ha convertido en un
organismo modelo de las angiospermas. Actualmente es dificil no utilizar esta
especie en los laboratorios de genética de plantas de todo el mundo y es imposible
obviar los descubrimientos, metodologias y el conocimiento generado en ésta.

A. thaliana es una planta pequeina, herbacea, que pertenece a la familia
Brassicaceae, en la que se incluyen especies cultivadas como la mostaza (género
Sinapis), la coliflor (Brassica oleracea) y el rabano (Raphanus sativus), entre otras.
A. thaliana no tiene relevancia agronémica, pero es una especie silvestre que tiene
numerosas ventajas: esta adaptada a un rango geografico muy amplio, es anual y
crece entre los 10 a 30 cm, presenta un ciclo de vida corto (6-8 semanas de
germinacién a la produccion de semilla madura), es facil de cultivar en espacios
reducidos, produce abundante semillas, alrededor de 10,000 (Meyerowitz vy
Somerville, 1994); ademas es sencillo realizar entrecruzamientos (Meinke et al.
1998) y presenta una organizacidn celular relativamente simple (Malamy, 2005);
existen métodos de transformacion eficientes mediante Agrobacterium tumefaciens
(Clough y Bent 1998; Martinez-Trujillo et al. 2004), ademas, se cuenta con una
extensa coleccion de semillas en varios centros internacionales, como el
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC), Nottingham Arabidopsis Stock
Center (NASC), RIKEN Bioresource Center (BRC)/ SENDAI Arabidopsis Seed
Stock Center (SASSC), INRA-Versailles Genomic Resource Center y Lehle Seeds.

1.2. El genoma de Arabidopsis thaliana

En el afio 2000 se publicd la secuencia completa del genoma de A. thaliana
(The Arabidopsis Genome Initiative 2000), siendo el primer genoma de plantas
secuenciado; este hecho la situ6 por delante de otros modelos de importancia en la

agricultura como el maiz (Zea mays), soya (Glycine max), petunia (Petunia hybrida),


http://www.plantpath.wisc.edu/fac/afb/CloughBent-98FloralDip.pdf
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tomate (Solanum lycopersicum), chicharo (Pisum sativum) y boca de dragon
(Antirrhinum majus) (Koornneef y Meinke 2010). La forma canonica de la secuencia
de su genoma y su anotacion es actualmente representada por el TIGR (The
Institute of Genome Research, version 5.0)
(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/ath1.shtml) (Haas et al. 2005). El genoma es de
aproximadamente 146 Mb, de los cuales se tienen secuenciados 119 Mb,
incluyendo regiones centroméricas. Se encuentran anotados 26,207 genes que
codifican proteinas, los cuales producen 27,885 distintas proteinas; este numero
ligeramente mayor se debe al corte y empalme (“splicing”) alternativo (Bevan vy
Walsh 2005). Aproximadamente el 36% de su proteoma predicho es codificado por
duplicaciones genomicas en segmentos y en hilera. Alrededor de 1,400
pseudogenes se han identificado, la mayoria de ellos tiene secuencias de
aminoacidos (aa) degeneradas y codones de paro prematuros comparados con los
miembros de las familias a las cuales se parecen. Ademas, Arabidopsis contiene
2,355 loci para transposones (Bevan y Walsh 2005) (Tabla I.1).

El impacto de los estudios y de los recursos experimentales desarrollados no
se restringe a Arabidopsis: por ejemplo, el 85% de los genes tienen homodlogos
cercanos en el genoma de arroz (Oryza sativa) (Goff et al., 2002); por lo tanto esto
ayuda al analisis de otras plantas teniendo como base a este organismo modelo. El
analisis del genoma de arroz ha sido publicado (The international Rice Genome
Sequence Project 2005) (http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/) y se han descrito
relaciones entre Arabidopsis y plantas cultivadas como arroz, maiz y sorgo
(Sorghum bicolor) (Paterson et al. 2005), donde la comparacién de los proteomas
de Arabidopsis y arroz mostraron que el 71% de las proteinas que se predicen en
esta ultima planta son razonablemente similares a las de Arabidopsis. Esta
prometedora y en cierto modo inesperada similitud sugiere que las funciones
bioquimicas y celulares de muchos genes de arroz se pueden interpretar de acuerdo
a experimentos conducidos en Arabidopsis.
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Tabla I.1. Resumen de las caracteristicas genédmicas de Arabidopsis thaliana.
Tamano del genoma 146 Mb (estimado)
Genoma secuenciado y anotado 119 Mb
Genes predichos codificantes de proteinas 26,207
Genes con splicing alternativo 2330
Genes codificantes de proteinas con transcrito 19,117
Genes en familias de proteinas 18,641
Transposones y pseudogenes 3786
Proteinas distintivas 27,855
ORFs no redundantes clonados 14,668
Genes con espacio de insercion en exon + intron 24,589

(Tomada de Bevan y Waish 2005).

1.3. Recursos y bases de datos en Arabidopsis thaliana

El volumen creciente de la informacion concerniente a Arabidopsis como
resultado de la secuenciacién de su genoma (Arabidopsis Genome Initiative 2000)
y de proyectos gendmicos a gran escala, como la iniciativa internacional de
gendmica funcional (http://arabidopsis.org/info/workshop2010.jsp), que buscan
descifrar la funcion de cada uno de sus genes, ha hecho una necesidad imperativa
el guardar, ordenar y hacer publica la informacion generada. Para realizar esta tarea
se han creado bases de datos y recursos en la red, que compilan toda la informacion
generada para que esté disponible para la comunidad cientifica (Tabla 1.2).
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Tabla I.2. Bases de datos bioinformaticos de Arabidopsis thaliana

Base de Datos,
herramienta, literatura
y publicaciones

URL

Protocolo/Descripcion

Base de datos NCBI
PubMed

www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?d
b=pubmed

Acceso a articulos
relevantes

Publicaciones en TAIR

www.arabidopsis.org

Publicaciones exclusivas
de Arabidopsis

Informacion acerca de genes

TAIR: gene search

www.arabidopsis.org/servlets/Search?typ
e=gene&action=new_search

Busqueda de informacion
de genes de Arabidopsis

TAIR GO Annotation
Bulk

www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.j
sp

Informacién funcional
sobre genes

TIGR: Gene Search

www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/ath1.shtml

Busqueda de genes por
locus, descripcion.

MatDB: Gene

www.hsls.pitt.edu/obrc/index.php?page=
URL1096992371

Genes, locus, clones de
BAC’s, YAC's, codigos
MIPS

NCBI: Gene Search

www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_sear
ch.cgi?taxid=3702

Genes por nombre, locus,
descripcién.

Gene Ontology
Consortium

geneontology.org/

Genes con funciones
similares en Arabidopsis y
otros organismos

Informacién acerca de microarreglos en Arabidopsis

TAIR: Microarray
Expression Search

www.arabidopsis.org/servlets/Search%3F
action=new_search&type=expression

Patrones de expresion en
diferentes experimentos
de microarreglos

NASCArrays: Spot
History

pcp.oxfordjournals.org/content/50/1/173/T
1.expansion.html

Historial de expresién de
genes alo largo de un
experimento de
microarreglos

NCBI Gene Expression
Omnibus

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

Experimentos con
microarreglos, SAGE,
patrones de expresion,
analisis en cluster.

Stanford Microarray
Database

www.origene.com/qPCR/Tissue-gPCR-
Arrays.aspx?gclid=COTqqeKWws8CFZW
GaQodTqwOjA

Datos acerca de
microarreglos

Genevestigator

genevestigator.com/gv

Patrones de expresion de
genes de Arabidopsis en
microarreglos de
Affymetrix en diferentes
contextos como estadio
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de crecimiento, 6rgano de
la planta o respuesta a
estrés

MapMan

mapman.gabipd.org/web/guest;jsessionid
=C8766108ACD3D4DA6G9A01F12F84EC
DFE.ajp13_mapman_gabipd_org

Presenta patrones de
expresion de genes en
microarreglos de
Affimetrix en diagramas
de rutas metabolicas y
otros procesos

Busqueda de EST’s (expressed sequence tags)

NCBI UniGene Search

www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene

Busqueda de EST'’s para
genes secuenciados

TIGR Gene Index

occams.dfci.harvard.edu/pub/bio/tgi/data/

Usa EST's para buscar
genes diferencialmente

Database Arabidopsis_thaliana expresados
AtGDB www.plantgdb.org/AtGDB/prj/ZSB0O3PP/ Mapas de EST’s y cluster.
Rutas metabdlicas de Arabidopsis
Rutas metabdlicas,
AraCyc www.arabidopsis.org/biocyc enzimas, reacciones y

compuestos.

AraCyc Expression
Viewer

www.arabidopsis.org/biocyc/

Detecta cambios de
expresion en genes
responsables del
metabolismo.

Kegg

www.genome.jp/kegg/pathway.html

Busca rutas metabdlicas,
rutas regulatorias, y
complejos moleculares.

Busqueda de secuencias de proteinas relacionadas

TAIR: WU-BLAST

www.arabidopsis.org/wublast/index2.jsp

Encuentra secuencias
similares de proteinas

MIPS: BLAST

WWW.upr-
info.org/database/?gclid=CJnL95Caws8C
FQmtaQod7LOMkw

Encuentra secuencias
similares

NCBI: BLAST y NCBI:
Blink

www.ncbi.nlm.nih.gov

Busqueda de proteinas
similares, y similitud entre
proteinas de Arabidopsis
y todo el GanBank.

De genotipo a fenotipo: Busqueda de mutantes para el analisis

de la funcion de genes

SIGnAL T-DNA Express

signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress

Busqueda de mutaciones
“Knockout” de algun gen.

TAIR: Germplasm
Search

www.arabidopsis.org/servlets/Search?acti
on=new_search&type=germplasm

Busqueda de mutaciones
y tipos de mutantes con
fenotipo similar.




|. ANTECEDENTES GENERALES

NASC: Catalogue
Search

www.rairarubiabooks.com/related-pdf-
product-catalogue-nasc-sa.html

Busqueda de mutantes
para un gen de interés.

TAIR: WU-BLAST
NASC: Insert BLAST
AtIDB

www.arabidopsis.org/wublast/index2.jsp
/www.arabidopsis.org/portals/mutants/sto
ckcenters.jsp

atidb.cshl.org/

Usa el BLAST para la
busqueda de mutantes
por T-DNA/transposones
de un gen especifico o
genes de interes

De fenotipo a genotipo:

Bases de datos y herramientas para la clonacion basada en mapas

(map-based cloninng)

TAIR: Genetic Marker
Search

www.arabidopsis.org/servlets/Search?typ
e=marker&action=new_search

Busqueda y descarga de
conjuntos de marcadores
genéticos para generar
mapas

TAIR:
Polymorphism/Allele
Search

www.arabidopsis.org/servlets/Search?acti
on=new_search&type=polyallele

Busqueda de
polimorfismos entre dos
ecotipos para generar
nuevos marcadores.

TAIR: Monsanto
Polymorphism
Collection

www.arabidopsis.org/browse/Cereon

SNPs y In Dels entre
secuencias de Col y Ler
Ler

MASC SNP database

www.genomforschung.uni-
bielefeld.de/GF-
dataresources/masc/search_masc_snps.
php

Informacién de SNP de 12
ecotipos.

(Modificada de Garcia-Hernandez y Reiser 2004).

1.4. Caracterizacion de genes en Arabidopsis thaliana

Con la secuenciacion de los genomas de numerosos organismos se han

establecido bases de datos que pueden ser analizadas mediante el uso de diversas
herramientas bioinformaticas y hacer predicciones de la funcion de los genes y las
proteinas que codifican; ademas, la secuenciacion de los genomas completos de
mas de 100 especies de plantas ha permitido establecer aspectos interesantes y
novedosos de su arquitectura y evolucidn y han facilitado la identificaciéon de
marcadores genéticos que permiten la seleccién de rasgos importantes en varios

cultivos.

El genoma de A. thaliana es uno de los mas estudiados, sin embargo solo se
ha logrado determinar la funcion de un 39% de sus genes por evidencia
experimental, el 55% por prediccion computacional y el 6% restante permanece
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desconocido (Rhee y Mutwil 2014). Basados en datos experimentales se conoce la
funciéon molecular, participacion en procesos biolégicos y componentes celulares de
aproximadamente 25% de sus genes (Figura 1.1).

&

Funcion
molecular

Procesos
biologicos

Componentes
celulares

&
‘\0

Funcién molecular Procesos biolégicos

Evidencia
. experimental
. Prediccién
computacional

. Desconocidos

A. thaliana

Componentes celulares

Figura I.1. Comparacion del porcentaje de genes identificados por distintos métodos en los
genomas de diferentes especies de plantas. A. thaliana, O. sativa, V. vinifera, G. max, Z. mays,
S. tuberosum, M. truncatula, H. vulgare (Rhee y Mutwil 2014).

1.5. El gen At4g12640 de Arabidosis thaliana de funcién desconocida

El gen At4g12640 de Arabidopsis thaliana de funcion desconocida codifica
para la proteina NP193001.2 perteneciente a la familia Split ends (Spen), con un
tamano predicho de 823 aa (TAIR: The Arabidopsis Information Resource) (Figura
[.2). El gen se encuentra localizado en el cromosoma 4 del genoma de A. thaliana,
presenta 4 exones y 3 intrones, y el tamafio de la secuencia completa es de 5264
pares de bases (pb) (Tabla 1.3).
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Tabla I.3. Descripcion del gen At4g12640. El gen se encuentra localizado
en el cromosoma 4, esta constituido por una secuencia de 5264 pb, presenta
4 exones y 3 intrones

Categoria Coordenadas (pb)
Cromosoma 4 7462532..7467870
ORF 99-5032
5" utr 1-98
Regién codificante 99-101
Regién codificante 190-471
Region codificante 2639-3846
Region codificante 4054-5032
Exoén 1 1-101
Intrén 1 102-189
Exén 2 190-471
Intrén 2 472-2638
Exon 3 2639-3846
Intrén 3 3847-4053
Exén 4 4054-5264
3" utr 5033-5264

(TAIR: The Arabidopsis Information Resource).

10
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Home Help Contact AboutUs Login/Register

P
7 tair

Search Browse Tools Portals Download Submit News ABRC
Stocks

Locus: AT4G12640
LeJ’pdate History AT4G412640 replaces ATAG12630 on 2004-06-28
AT4G12640 replaces AT4G126320 on 2004-06-28

Date last -

o
modified 2003-05-02
Eélcﬁéssion Locus: 2135605
Representative
Gene Model @  AT4G12640.1
Gene Model . ]
Type protein_coding

Other names:

Description ®  RMNA recognition motif (RRM)-containing protein; FUNCTIONS IN: RNA binding, nucleotide binding, nucleic acid binding;
INVOLVED IM: biological_process unknown; LOCATED IN: cellular_component unknown; EXPRESSED IM: 23 plant
structures; EXPRESSED DURING: 13 growth stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Spen paralogue and orthologue
SPOC, CAerminal (InterPro: lPRO12921), RMA recognition motif, RNP-1 (InterPro:IPRO00504), Mucleotide-binding,
alpha-beta plait (InterProlPRO12677); BEST Arabidopsis thaliana protein match is: RMA binding (TAIRAT2G43410.4);
Has 8554 Blast hits to 7148 proteins in 405 species: Archae - 8; Bacteria - 199; Metazoa - 4614; Fungi - 1472; Plants -
1436; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 825 (source: NCBI BLink).

Map Detail 7463k 7464k 7485k FAEEkK, 767K

Image Protein Coding Gene Hodels
ATdG12640.1 (T1_(5_Stard)
-

Figura 1.2. El gen At4g12640 de Arabidopsis thaliana codifica para una proteina de tipo Spen
de funcidn desconocida (TAIR: The Arabidopsis Information Resource)

1.6. La familia de proteinas de tipo Split ends (Spen)

Las proteinas de tipo Split ends (Spen) son codificadas por animales y plantas,
varian ampliamente en tamario (90-600 kD), y se caracterizan por un dominio RRM
N-terminal (del ingles RNA recognition motif, RBD, RNA binding domain, RNP
Ribonucleoprotein domain), y un dominio C-terminal llamado SPOC (del inglés Spen
paralog and ortholog C-terminal). La secuencia RRM tiene una extension de 80-100
aa. Este motivo se caracteriza por una secuencia consenso bipartita RNP que forma
la superficie de unidn a ARN del dominio, asi como muchos aa predominantemente
hidrofébicos dispersos a través del RRM, los cuales son esenciales para la
estructura general del dominio. Las proteinas con un motivo RRM intervienen en
una variedad de reacciones de procesamiento post-transcripcional del ARN,
incluyendo el splicing alternativo de ARNm, su estabilidad y transporte (Rebay et al.
1999).

11
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El dominio SPOC es altamente conservado y consta de ~165 aa, lo que
permite establecer una interaccion con otras proteinas y se cree que es responsable
de la interaccion con varios factores de transcripcion (Ariyoshi et al. 2003), por lo
que en general, estas proteinas participan en procesos de regulacion de la
expresion geneética. Las proteinas Spen se encuentran desde Caenorhabditis
elegans hasta humanos y cada especie codifica una proteina grande (3000-5000
aa) y una o dos pequenas (500-1000 aa) (Uranishi et al. 2009).

Las proteinas Spen participan en diferentes procesos bioldgicos, como la
diferenciacion y sobrevivencia de la célula neuronal, la orientacion del axon (Chen
y Rebay 2000; Kuang et al. 2000), regulacion del ciclo celular (Lane et al. 2000),
represion en la identidad de la cabeza del tronco embrionario de Drosophila
(Wiellette et al., 1999), asi como en la sefalizacion de la proteina Wingless (Wg) en
los discos imaginales del 0jo, alas y patas de Drosophila (Lin et al. 2003). La proteina
Spen humana SHARP (del inglés SMRT7HDAC1-associated represor proteina) ha
sido identificada como componente de un complejo de represidn transcripcional
tanto en el receptor nuclear como en las vias de sefalizacion Notch/RBP- jkappa;
por consiguiente, las proteinas de la familia Spen parecen regular la transcripcion
mediante algunas vias de sefnalizacion (Sanchez-Pulido et al. 2004).

Ariyoshi y colaboradores (2003), determinaron la estructura del dominio SPOC
de la proteina humana SHARP por cristalizacion y difraccion de rayos X. El dominio
SPOC esta plegado en un unico dominio compacto de ~40 x 40 x 45 A. La
arquitectura del dominio consiste de un barril B con siete laminas (31-R7)
enmarcadas por seis a-hélices (aA-aF). Un lado del barril 3 esta deformado como
resultado de una discontinuidad en la lamina R3 y una ruptura del patrén
caracteristico de los puentes de hidrégeno entre la region N-terminal de R3 y 33"y
la lamina adyacente R5. Esta deformacion en el barril 3 resulta claramente en un
surco entre las laminas R3' y 5. La superficie interior de este surco es no polar y
esta rodeada por dos bucles ricos en prolina, L4 y L9. Es posible que esta region

pudiera jugar un papel en interacciones proteina-proteina.

12
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Hay una segunda hendidura notable formada entre las hélices aA, aF y el final
N de aD. La superficie interior de esta hendidura esta constituida por cadenas
laterales hidrofobicas y el esqueleto de grupos carbonilo, confiriéndole un caracter
ligeramente acido (Figura 1.3). Esta caracteristica estructural también sugiere que
es una superficie de interaccion proteina-proteina. Mediante estudios con la
combinacion de experimentos estructurales y funcionales con el dominio SPOC se
demuestra claramente que la funcion conservada de SPOC es mediar la interaccion
con co-represores y, por lo tanto, que las proteinas Spen jueguen un papel esencial

en la regulacion de la represion transcripcional.

1.7. Las proteinas Spen de plantas y los genes que las codifican.

Chen et al. (2007) analizaron un gen que codifica una proteina Spen en arroz
(Oryza sativa var. japonica), mediante la técnica promoter-trap. La proteina, OsRRM
se expresa exclusivamente en el endospermo y su sobreexpresion en toda la planta
resulta en varias anormalidades, tales como baja estatura, floracion tardia, espigas
pequefias y baja proporcion de fructificacion. Determinaron que su posicion
subcelular es nuclear. Identificaron cinco exones y cuatro intrones en el gen OSRRM
y su ADNc contiene un marco de lectura de 3,018 bp, que codifica una proteina de
1,005 aa. Contiene dos dominios RRM N-terminales: RRM1 se localiza en los 51-
116 aa y RRM2 en los 183-238 aa. La identidad entre estos dos dominios es de
29% vy la similitud de 39%, y se asemejan mucho a sus contrapartes en otras
proteinas RRM como Tial, SHARP y Spen. Se identific6 una estructura de
cremallera de leucina en el extremo C-terminal, lo que sugiere una actividad de
interaccion proteina-proteina y formacion de dimeros de proteina. También se
identifico un dominio SPOC estructuralmente conservado (498-594 aa). El
alineamiento de la secuencia SPOC de OsRRM con proteinas Spen de otras
especies demostrdé que comparte un buen nivel de identidad con otros miembros de
la familia Spen como SHARP, OTT1, AtFPA y At4g12640. La disminucién en la
expresion del gen no resulté en alteraciones fenotipicas observables, o que sugiere
una actividad redundante que puede ser compensada por otros genes homdlogos.

13
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Figura 1.3. Secuencia basica conservada en las proteinas Spen. A. La secuencia del dominio
SPOC de la proteina SHARP, SPOC-195, fue alineado con los dominios SPOC de otras proteinas
Spen de humanos, Drosophila y C. elegans usando CLUSTALW. Los residuos idénticos y los
similares son resaltados en el esquema de color que corresponde al nivel de conservacion mostrado
en la barra en el fondo. Los elementos de estructura secundaria de SPOC-195 se muestran encima
de la secuencia. La cadena 3 esta dividida en 2 partes: 33"y R3". Las lineas quebradas indican las
regiones desordenadas. B. Distribucion de los residuos conservados trazados en la superficie del
dominio SPOC. Los residuos estan coloreados de acuerdo a su conservacion como en A (Tomada
de Ariyoshi, 2003).
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El segundo gen que codifica para una proteina Spen en arroz es OsRRMh (Liu
y Cai 2013), presenta dos dominios RRM (47-116 y 230-297 aa) y un dominio SPOC
(440-536 aa) y codifica para una proteina de 900 aa. Este gen se expresa en la raiz,
tallo, hoja, espiguilla y semilla inmadura y presenta splicing alternativo en los
diferentes tejidos, por lo que podria presentar diversas funciones bioldgicas

En Arabidopsis thaliana se ha caracterizado la funcién de una proteina de tipo
Spen, FPA, la cual participa en la regulacion de la via autébnoma de floracion
(Schomburg et al. 2001). FPA junto con otra proteina, FCA, actuan de manera
complementaria en la regulacion del gen represor de la floracion, FLC, mediante la
formacion de un ARN antisentido del locus FLC, induciendo de esta manera el
silenciamiento de este gen (Hornyik et al. 2010). La proteina FPA de 901 aa,
presenta tres dominios RRM (19-87, 96-163 y 207-278 aa) y un dominio SPOC (441-
537 aa).

1.8. El gen At4g12640 interaciona in vivo con la region 5’ del ARN del gen

sacarosa fosfato sintasa (sps1) de arroz

Como se menciond previamente, el gen At4g12640 de A. thaliana codifica para
una proteina de tipo Spen de funcion desconocida. Mediante experimentos de
interaccién in vivo utilizando el sistema de tres hibridos en levadura se determiné
que la proteina codificada por At4g12640 interacciona de manera especifica con
una region 5’ lider del ARN del gen spsl de arroz (Toledo-Jacobo et al. 2009) (Figura
1.4).

El gen spsl codifica para la enzima sacarosa-fosfato sintasa, una enzima que
permite la sintesis de sacarosa a partir de UDP-glucosa y fructosa 6-fosfato.
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[5’ cap | 5’ lider Regidén codificante sps1 |3’ lider PonA] ARNmM

CGTGTCACCCGCCAGCCTCCCTCTCATCCTCTCTCTCCTCGTCC
AGTGCTTCTCCTTCTCCTCGCAACCGAACGCCTAGAAGCGCGTC
CACCAAGCCACGGACTCCTCTAATTCTCTCTCTTGCTTTCTCTCT
CCTCGCTTCCCGGGTTTGATACGTGGTACGTGACGCTTTGCCCT
TTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTGATCAGTTTGATTTG
ATCGGTTCCGCCATTAGCAAACCTCGCCGATTCTCTCTCTCGAT
CGAACAGGGGTAGGGAAGCGATTAACCGGCGATCGATCGATCG
ATGCAAGTGATCGCGCTCGGTTGATCCAGGAATTGGAGAGCAT
CGGCTGATCGAGAG

Lider sps 3
29°C ;
dG =-112.05

Figura 1.4. Region 5’ lider del gen spsl de arroz. La proteina codificada por el gen At4g12640
interacciona de manera especifica con una regién 5’ lider del ARN del gen spsl de arroz. (Toledo-
Jacobo et al. 2009)

1.9. Las enzimas sacarosa-fosfato sintasas (SPS)

La sacarosa ocupa una posicion central en el metabolismo de todas las
plantas, es el principal producto de la fotosintesis en la mayoria de las angiospermas
y es exportado de las hojas a todos los tejidos no fotosintéticos de la planta. La
sintesis de sacarosa esta confinada al citosol, debido a la estricta separacion en
compartimentos de las enzimas implicadas en su sintesis. La sintesis de sacarosa
en el citosol se inicia a partir de triosas fosfato provenientes del cloroplasto, las
cuales al combinarse forman hexosas, en una ruta altamente regulada,
principalmente por inhibicién alostérica de las enzimas por los productos de la
reaccion (Ruan 2014) (Figura 1.5).

La sacarosa-fosfato sintasa (SPS, EC 2.4.1.14) cataliza la penultima reaccién

en la ruta biosintética de la sacarosa, a partir de UDP-glucosa (UDPGIc) y de
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fructosa 6 fosfato (Fru6P) obteniendo sacarosa-6-fosfato (Suc6P) (Lunn et al. 1990).
Otra enzima que sintetiza sacarosa es la sacarosa sintasa (SuSy; EC 2.4.1.13), que
cataliza la reaccion: UDP-glucosa + fructosa < sacarosa + UDP + H*. Esta reaccion
se orienta principalmente hacia la degradacion de sacarosa (Winter y Huber 2000),
mientras que en la reaccion catalizada por la SPS, la remocion rapida del fosfato de
la sacarosa 6-fosfato por la sacarosa fosfatasa (SPP; EC 3.1.3.24), hace que la
reaccion por SPP sea practicamente irreversible (Huber y Huber 1996). Existe
evidencia que la SPS y SPP se asocian formando un complejo multienzimatico,
formando un canal metabdlico que hace mas eficiente la sintesis de sacarosa
(Echeverria et al. 1997).
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Figura L.5. Sintesis de sacarosa. La sintesis de sacarosa y la carga del floema en las hojas origen.
Las hojas fotosintéticas (fuente) utilizan la energia solar para fijar CO2 para producir triosas fosfatos
(triosas-P) en el cloroplasto. Las triosa-P se exportan al citoplasma como bloques a otro
metabolismo. También se puede convertir para la sintesis de ADP-glucosa (ADP-GIc) para la sintesis
de almidon en el cloroplasto. El almidén es degradado por la noche en glucosa (Glc) o maltosa para
su exportacion al citoplasma. La glucosa puede ser fosforilada por la hexoquinasa, para formar
fructosa-6-fosfato (Fru-6-P) por la glucosa-6-fosfato isomerasa. La sacarosa-fosfato sintasa (SPS)
utiliza fructosa-6-fosfato y UDP-Glc como sustrato para producir sacarosa-fosfato (Suc-P),
posteriormente se convierte en sacarosa por la fosfatasa sacarosa-fosfato (SPP). La sacarosa se
carga en el floema ya sea apoplasticamente o simplasticamente. La acumulacion de sacarosa atrae
el agua por osmosis, creando presion de turgencia alta, lo que impulsa el flujo de masa de asimilados
hacia los sumideros. En paralelo con la sintesis de sacarosa, una pequefa cantidad de trehalosa (T)
también se puede sintetizar. Mediante el uso de ADP-Glc y Glc-6-P como sustratos, la trehalosa-6-
fosfato (T6P) sintasa (TPS) sintetiza T6P, un metabolito de sefial recientemente descubierto, luego
se convierte en trehalosa por T6P fosfatasa (TPP). La trehalosa puede ser finalmente hidrolizada por
la trehalasa (Tl) en dos moléculas de glucosa. También se muestran varios transportadores
implicados. Abreviatura adicional: Pi ortofosfato (Tomada de Ruan, 2014).

Antes de la secuenciacion de genomas de plantas, se pensaba que existia
s6lo un gen que codificaba para la enzima SPS en cada especie; al respecto se
hicieron diferentes reportes de ADNc de SPS en diferentes especies: para el maiz
(Zea mays) (Worrell et al. 1991), espinaca (Spinacia oleracea) (Klein et al. 1993,
Sonnewald et al. 1993), platano (Musa paradisiaca) (do Nascimento et al. 1997),
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remolacha de azucar (Beta vulgaris ) (Hesse et al. 1995), mandarina (Citrus unshiu)
(Komatsu et al. 1996), haba (Vicia faba) (Heim et al. 1996), planta de la resurreccién
(Craterostigma plantagineum Hochst) (Ingram et al. 1997), cafa de azucar
(Saccharum officinarum) (Sugiharto et al. 1997), y la fruta de kiwi (Actinidia
deliciosa) (Langenkamper et al. 1998). Ademas, se reportoé una secuencia genomica
de un gen sps de arroz (OsSPS1) (Oryza sativa) (Valdez-Alarcon et al. 1996).
Actualmente, se conocen familias de genes que codifican enzimas SPS en
diferentes especies de plantas (Lutfylla et al. 2007; Jiang et al. 2015) (Tabla 1.4).

Una forma de contribuir al entendimiento de las propiedades de las SPS y sus
funciones, es mediante estudios evolutivos, entre los que se encuentran los analisis
bioinformaticos de las proteinas SPS. Langenkamper et al. (2002) separan a las
SPS de las plantas en 3 grupos, denominados A, B y C; posteriormente,
considerando mas secuencias, Castleden et al. (2004) las separa en 4 grupos (A,
B, C y D). Lutfiyya et al. (2007) considera 6 grupos de enzimas SPS, basados en la
similitud de la secuencia de aa del dominio glucosil transferasa: 1a, 1b, 2d, 2 M, 3y
4, entre las que 1a y 1b corresponden a las SPS bacterianas; Arabidopsis tiene 4
enzimas SPS: AtSPS1F (AtSPS1A) y AtSPS2F (AtSPS2A) han sido agrupadas con
otras enzimas de plantas dicotiledéneas en el grupo 2D, mientras que AtSPS3F
(AtSPSB) y AtSPS4F (AtSPSC) estan incluidas en los grupos 3 y 4,
respectivamente, que contienen enzimas de dicotiledéneas y monocotiledoneas
(Figura 1.6). De lo anterior se infiere que la duplicacion de los genes sps que dieron
origen a los 3 grupos de enzimas SPS, ocurri6 antes de la separacion de
dicotiledoneas y monocotiledoneas.
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Tabla 1.4. Genes reportados en plantas y algunas cianobacterias que codifican enzimas
sacarosa-fosfato sintasas (SPS).

Especie ‘ Numero de Genes Referencia
PLANTAS VASCULARES
Actinidia chinensis (kiwi) 4 Lutfiyya et al. (2007)
Actinidia deliciosa (kiwi) 4 Lutfiyya et al. (2007)
Ananas cosmosus (anona) 2 Zhang et al. (2012)
Arabidopsis thaliana 4 (www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/)
Beta vulgaris (remolacha azucarera) 2 Lutfiyya et al. (2007)
Brassica rapa (col) 1 Lutfiyya et al. (2007)
Citrus unshiu 4 Komatsu et al. (1996)
Craterostigma plantagineum 2 Ingram et al. (1997)
Hordeum vulgare (cebada) 3 Lutfiyya et al. (2007)
Ipomea batatas (papa dulce) 2 Lutfiyya et al. (2007)
Lycopersicum esculentum (tomate) 2 Lutfiyya et al. (2007)
Mangifera indica (mango) 2 Lutfiyya et al. (2007)
Medicago sativa 1 Lutfiyya et al. (2007)
Musa acuminata (banana) 3 Choudhuy et al. (2008)
Nicotiana tabacum 1 Lutfiyya et al. (2007)
Oncidium cv “Goldiana” 1 Lutfiyya et al. (2007)
Oryza sativa (arroz) 5 Valdez-Alarcén et al. (2002)
Pinus pinaster 1 Lutfiyya et al. (2007)
Saccharum officinarum 5 Hesse et al. (1995)
Solanum tuberosum 1 Lutfiyya et al. (2007)
Spinacia oleracea (espinaca) 2 Klein et al. (1993)
Triticum aestivum 5 Castleden et al. (2004)
Vicia faba 1 Heim et al (1996)
Viscum album 1 Lutfiyya et al. (2007)
Zea mays 7 Worrell et al.(1991)
CIANOBACTERIAS

Anabaena sp 2 Lutfiyya et al. (2007)
Gloeobacter violeaceus 2 Lutfiyya et al. (2007)
Nostoc puntiforme 3 Lutfiyya et al. (2007)
Pirellula sp 1 Lutfiyya et al. (2007)
Prochlorococcus marinus 2 Lutfiyya et al. (2007)
Synechococcus marinus 1 Lutfiyya et al. (2007)
Thermosynechococcus elongates 1 Lutfiyya et al. (2007)
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Figura 1.6. Analisis evolutivo de las enzimas SPS. El arbol fue generado a partir de una alineacion
(donde se eliminaron todos los huecos o“gaps”) de la regidn del dominio glicosil transferasa de SPS
de las proteinas codificadas por los genes. Los grupos principales estan rodeados y etiquetados. Las
designaciones 'm' y 'd' indican grupos de monocotiledéneas y dicotiledoneas subgrupos; m1, m2 y
m3 son 3 subgrupos de monocotiledéneas dentro del Grupo 2. El grupo 1 corresponde a
cianobacterias, donde 'a’' y 'b’ indican diferentes subgrupos. Como grupo externo se encuentra la
sacarosa sintasa (SUS). Tomada de Lutfiyya et al. (2007).

1.10. Los genes sps son regulados transcripcional y postraduccionalmente
Durante las condiciones de sequia y alta salinidad, la disponibilidad de agua
para las plantas es muy limitada debido a que el estado de la energia libre del agua
(potencial de agua) disminuye debido al efecto osmaético derivado de moléculas que
interactuan con ella, lo que hace mas dificil la captura de agua (Xiong y Zhu 2002).
Las respuestas de las plantas al estrés osmético son diversas y comprenden un
cambio en el crecimiento, ajustes en el transporte de iones y cambios en el
metabolismo del carbono; estos cambios pueden ocurrir en respuesta al efecto
osmotico de sefales primarias o sefales secundarias tales como el acido abscisico

y etileno (Fujita et al. 2011). La regulacion covalente de enzimas SPS puede
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producirse por estrés osmoético: en la espinaca se ha delimitado la secuencia
RMRRGVSC, con una serina en la posicidon 424; este sitio es fosforilado cuando la
planta se somete a estrés osmético, y en consecuencia se activa la enzima,
permitiendo asi la sintesis de sacarosa (Winter y Huber 2000). En otras especies de
plantas dicotiledoneas y monocotileddneas, secuencias similares de aa pueden ser
sitios potenciales de fosforilacion de la serina: en A. thaliana, esta secuencia
reguladora esta presente en las enzimas AtSPS1F, AtSPS2F y AtSPS4F, mientras
que en AtSPS3F se encuentra ausente (Lutfylla et al. 2007).

La regulacion transcripcional de los genes sps es compleja y se vuelve mas
importante teniendo en cuenta que hay varios genes que codifican enzimas SPS en
cada especie vegetal. Las regiones promotoras de diferentes genes sps confieren
expresion que difiere total o parcialmente entre los tejidos y 6rganos de las plantas;
estos aspectos se han abordado en algunas especies mediante la cuantificacién de
las transcripciones de cada gen sps por qPCR: de los 7 genes sps del maiz
ZMmSPS1F y ZmSPS2F muestran su maxima expresion en las hojas (34% y 29%,
respectivamente), por otro lado ZmSPS6F, muestra expresion soélo en la
inflorescencia, mientras que los otros 5 genes muestran expresion distribuida entre
los diferentes 6rganos (Lutfylla et al. 2007). En el arroz, de los 5 genes sps, OsSPS1
muestra una mayor expresion, especialmente en las hojas, mientras que OsSPS11
muestra marcada expresion en las raices (Okamura et al. 2011). En A. thaliana, un
patron muy general de expresion conferido por las regiones promotoras de los
genes sps en plantas transgénicas reportan que AtSPS2F se expresa soélo en las
raices, mientras que los otros 3 genes (AtSPS1F, AtSPS3F y AtSPS3F) se expresan
en las hojas y tallos (Volkert et al. 2014).

En algunos genes sps, la luz tiene un efecto sobre la regulacion de su
transcripcion: en las hojas del arroz, hay un aumento en la transcripcion de OsSPS1
en presencia de la luz (Chavez-Barcenas et al. 2000) y en el proceso de ritmo
circadiano, hay un patron diferente en la expresidn transcripcional de los 5 genes
sps de arroz. (Yonekura et al. 2013).
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El estrés osmotico también puede regular transcripcionalmente la expresion
de los genes sps: en maiz, mediante la cuantificacion de los transcritos, se
determiné que ZmSPS3F es inducido por estrés hidrico, ZmSPS1F y ZmSPS4F son
reprimidos, mientras que los otros 4 genes no tienen un cambio significativo en la
expresion (Lutfylla et al. 2007). En Craterostigma plantagineum Hochst, una planta
con tolerancia a la desecacién, hay un aumento en los transcritos de sps durante la

deshidratacion de las plantas (Ingram et al. 1997).
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Il. JUSTIFICACION

Con la secuenciacion del genoma de Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis
Initiative 2000) ha sido posible identificar numerosos genes putativos cuya funcion
sigue siendo un enigma en ausencia de datos experimentales y analisis
bioinformaticos sistematicos. Lo anterior se debe en parte a que el interés se ha
enfocado en los genes cuya inactivacion genera cambios fenotipicos notables
(morfoldgicos y/o fisiologicos). En el genoma de A. thaliana soélo existen dos genes
que codifican proteinas Spen, con dominios de union a ARN (RRM) y con dominios
SPOC de interaccion con otras proteinas. Puesto que uno de estos genes (fpa) ha
sido ya bien caracterizado, y su participacion en la via de floracion independiente
del fotoperiodo ha sido determinada por via experimental, decidimos llevar a cabo
el analisis bioinformatico y experimental del segundo gen que codifica a una
proteina Spen: At4g12640 (denominado AtSpen2 en este trabajo), cuya funcién no
se ha logrado establecer al presente. La interaccion de la proteina codificada por
AtSpen2 con la region lider del ARN mensajero de uno de los genes que codifica
una enzima sacarosa fosfato sintasa en arroz (spsl), nos indujo a estudiar también
la familia de los cuatro genes sps de A. thaliana, cuya expresion temporal y
especifica de tejido/6rgano se ha estudiado muy poco al presente. Por esa razén,
decidimos hacer una caracterizacion detallada de los promotores de los genes sps
de A. thaliana para definir su patrén de expresion tisular y determinar el efecto del

estrés osmotico en su transcripcion.
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ll. HIPOTESIS

Los estudios bioinformaticos y de expresion conferida por promotores en

tejidos y érganos, permitiran establecer que:

e El gen AtSpen2 de A. thaliana ha divergido en su funcion de su paralogo FPA,

por lo que no participa en la floracion.

e La expresion transcripcional de los genes sps de A. thaliana presentan

translapes y divergencias en tejidos y 6rganos.

e Los genes sps responden de manera diferencial en la expresion transcripcional

ante el estrés osmotico.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la expresion especifica en tejidos y 6rganos del gen AtSpen2 y de los
genes que codifican enzimas sacarosa-fosfato sintasas (SPS), en Arabidopsis
thaliana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar bioinformaticamente el gen AtSpen2 y su proteina putativa, en
Arabidopsis thaliana.

2. Caracterizar experimentalmente la expresion conferida por el promotor del

gen AtSpen2 en tejidos y 6rganos, en Arabidopsis thaliana

3. Analizar los promotores de los genes sps de Arabidopsis thaliana y definir su

patron de expresion conferida por éstos a nivel tisular.

4. Determinar el efecto del estrés osmoético en los niveles de transcripcion de

los genes sps de A. thaliana.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental establecida consistid principalmente de 5

aspectos:
a) Un andlisis bioinformatico de genes y las proteinas codificadas

b) Fusion a genes reporteros uidA y gfp de las regiones reguladoras 5’ de los

genes bajo estudio

c) Analisis de la expresion conferida por las regiones promotoras a los genes

reporteros en plantas transgénicas de A. thaliana
d) Cuantificacion de transcritos mediante gPCR

e) Sobre-expresion e inactivacion de los genes de interés (Figura IV.1).

I —>

.5' At4g12640 |3, Datos 6micos:
«  Genodmica

+  Protedmica
Transcriptémica

Atdg12640 500:.uidA::GFP

Arabidopsis thaliana

Y ¥

Atd4g12640 Atdg12640
Sobreexpresante  Knockout (Salk)

RT.gPCR
- Validacién
l{ Experimental
' Determinacioén
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. AtSPS |3, * Proteinas
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Figura IV.1. Estrategia experimental utilizada en los estudios del gen AtSpen2 y los genes
AtSPS1F, AtSPS2F, AtSPS3F y AtSPS4F, de Arabidopsis thaliana.
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VI. RESULTADOS

6.1. Expression analysis of the Arabidopsis thaliana AtSpen2 gene, and its

relationship with other plant genes encoding Spen proteins.

6.2. The Arabidopsis thaliana sucrose phosphate synthase (sps) genes are
expressed differentially in organs and tissues, and their transcription is
regulated by osmotic stress
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6.1. Expression analysis of the Arabidopsis thaliana AtSpen2 gene, and its

relationship with other plant genes encoding Spen proteins

Solis-Guzman Maria Gloria', Argiello-Astorga Gerardo?, Lopez-Bucio José'!, Ruiz-Herrera Leon
Francisco', Lopez-Meza Joel', Sanchez-Calderon Lenin3, Carreén-Abud Yazmin', Martinez-Trujillo
Miguel’

'"Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Michoacan. México. CP 58000.
?Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica. Camino a la Presa de San José 2055,
San Luis, S.L.P., México. C.P. 78216. 3Universidad Autonoma de Zacatecas. Zacatecas, Zac.,
México. C.P. 98000.

ABSTRACT

Proteins of the Split ends (Spen) family are characterized by an N-terminal
domain, with one or more RNA recognition motifs and a SPOC domain. In
Arabidopsis thaliana, the Spen protein FPA is involved in the control of flowering
time as a component of an autonomous pathway independent of photoperiod. The
A. thaliana genome encodes another gene for a putative Spen protein at the locus
At4g12640, herein named AtSpen2. Bioinformatic analysis of the AtSPEN2 SPOC
domain revealed low sequence similarity with the FPA SPOC domain, which was
markedly lower than that found in other Spen proteins from unrelated plant species.
To provide experimental information about the function of AtSpen2, A. thaliana
plants were transformed with gene constructs of its promoter region with uidA::gfp
reporter genes; the expression was observed in vascular tissues of leaves and roots,
as well as in ovules and developing embryos. There was absence of a notable
phenotype in knock-out and over-expressing lines, suggesting that its function in
plants might be specific to certain endogenous or environmental conditions that
await further clarification. Our results suggest that the function of Atspen2 has
significantly diverged from that of fpa gene due in part to their different transcription
expression pattern and divergence of the regulatory SPOC domain.

Keywords: Spen; Arabidopsis; vascular bundle; expression.
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INTRODUCTION

Several experimental approaches have been used to determine the function of
genes in plants: inactivation by disruption (knock-out), over-expression using strong
or constitutive promoters, single gene or whole transcriptome analysis, and the use
of reporter constructs to study expression patterns conferred by regulatory regions.
Notwithstanding the variety of existing methods, only approximately 25% of the
genes of Arabidopsis thaliana, the most-studied plant species, have been
functionally characterized (Rhee and Mutwil, 2014). Using different databases, it is
possible to determine the presence of potential cis elements in the promoters of
genes under study, and predict if transcription is developmentally regulated or by
specific internal or external factors (Hernandez-Garcia and Finer, 2014).

With the growing number of sequenced plant genomes, numerous databases
have been established that can be explored by using various bioinformatic tools to
predict the functions of genes and their products. From a structural and evolutionary
point of view, it has been possible to classify proteins into families, mainly by
comparing related sequences and domains and the presence of tertiary structures
associated with specific functions that have been preserved during molecular
evolution (Martinez, 2011). The current definition of more than 10,000 protein
families could be considered, by analogy, as a periodic table for biology, allowing
the prediction of protein function at the molecular level (Sammut et al., 2008). By
means of diverse algorithms, protein domains can be predicted from the amino acid
(aa) sequence to obtain the first clues about molecular function (Marchler-Bauer et
al., 2015).

Proteins of the Split ends (Spen) family are characterized by having an N-
terminal RRM domain (RNA recognition motif) and a C-terminal conserved SPOC
domain (Spen paralogue and orthologue C-terminal) (Kuang et al., 2000). The RRM
domain is also known as an RBD (RNA binding domain) or an RNP
(Ribonucleoprotein domain); it consists of 90 aa and has a structure composed of
four beta sheets and two alpha helices that interact with ssDNA and ssRNA,; this

domain is found in a variety of hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins)

30



VI. RESULTADOS

involved in alternative splicing and in proteins that are components of SnRNPs (small
nuclear ribonucleoproteins) (Ariyoshi and Schwabe, 2003). The SPOC domain
contains approximately 165 aa residues and consists of a beta-barrel with seven
sheets (B1-B7) framed by six alpha helices (aA-aF) and is involved in protein-protein
interactions; this domain has been described among animals, plants, and fungi
(Sanchez-Pulido et al., 2004).

The Spen proteins of animals are involved in different biological processes. In
Drosophila, they participate in neuronal cell differentiation, the growth and guidance
of axons in the embryo (Chen and Rebay, 2000; Kuang et al., 2000), cell-cycle
regulation (Lane et al., 2000), and repression of head identity of the embryonic trunk
(Wiellette et al., 1999). Artavanis-Tsakonas (1999) stated that the Notch/RBP-
Jkappa signalling pathway is involved in several cellular processes during the
embryonary development, such as proliferation, differentiation, apoptosis,
maintaining of undifferentiated cells, and cell-fate specification. In humans, the Spen
SHARP protein (SMRT7/HDAC1-associated repressor protein) participates as a
component of this signalling pathway, repressing the transcription of the Notch
genes by the RBP-Jk-SHARP complex, which recruits a histone deacetylase
complex (Oswald et al., 2002). Furthermore, the participation of SHARP in the
silencing of the X chromosome in humans has been recently demonstrated: the long
non-coding RNA Xist associates with SHARP and two other proteins (SAF-A and
LBR), forming a complex that activates a histone deacetylase (DHAC3) which is
necessary not only for silencing the chromosome but also for the exclusion of the
RNA polymerase Il (McHugh et al., 2015).

Flowering is a process that entails the change from the vegetative to the
reproductive phase in the angiosperms; it depends on the quantitative integration of
environmental stimuli with an endogenous development program (Simpson and
Dean 2002). In A. thaliana several flowering pathways have been characterized,
including the photoperiod-dependent pathway, the gibberellin (GA) pathway, and the
autonomous pathway, which is not triggered by light signals but by exposure to low
temperatures in combination with some endogenous cues (Simpson, 2004). In the
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autonomous pathway, the components act regulating the level of the mRNA that
encodes the Flowering Locus C (FLC), a transcription factor that repress flowering
by antagonizing the activity of some components of the photoperiod-dependent
pathway (Hepworth et al., 2002). The A. thaliana Spen protein FPA (Flowering
Pathway Autonomous) is a key component of the autonomous pathway (Schomburg
et al., 2001); it acts in concert with other proteins (FCA and FY) promoting the 3’ end
processing and polyadenylation of an antisense flc RNA (Hornyik et al., 2010),
leading to the transcriptional down-regulation of the sense flc RNA, by a mechanism
involving the FLD demethylase (Liu et al., 2010). Thus, the flowering time in A.
thaliana is increased or reduced when the fpa gene is either inactivated or

overexpressed, respectively (Schomburg et al. 2001).

The crystal structure of the FPA SPOC domain has been determined at high
resolution (2.7 A) and comparisons with homologous domains showed the highest
similarity with the SPOC domain of SHARP, hence demonstrating the high
conservation of the SPOC structure among far related organisms (Zhang et al.,
2016).

In rice (Oryza sativa), two genes encoding Spen proteins, OSRRM and
OsRRMh, have been identified. OSRRM is expressed in the seed endosperm and
the synthesized protein is localized in the nucleus; however, when this gene was
silenced by dsRNAi, no differences with the control plants were found in the seeds
and whole plant phenotypes, and no change in the flowering time was observed
(Chen et al., 2007). The OSRRMh gene is expressed in the roots, stem, leaves, and
immature seeds, and it is alternatively spliced in different tissues, suggesting its
involvement in several biological functions; when this gene was knocked-down by
dsRNAI, the flowering was retarded and the panicle phenotype was larger, which
was in agreement with the down-regulation of two flowering-related genes of rice:
RFT1 and Hd3a (Liu and Cai, 2013).

With the sequencing of the A. thaliana genome (Arabidopsis Genome Initiative,
2000), it has been possible to identify numerous putative genes, but the functions of

many remain enigmatic. In this work, experimental and bioinformatic information was
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generated and analyzed to unravel the function of the At4g12640 gene (herein
named AtSpen2) encoding a putative Spen protein (AtSPEN2). Gene constructs of
the AtSpen2 promoter fused to uidA::gfp reporter genes revealed its expression in
the vascular tissues of leaves, roots, and embryos, while no apparent changes in
growth, development and flowering time were observed under standard growth
conditions in AtSpen2 knock-out (KO) mutants or over-expressing (OE) lines
compared to WT plants. We discarded that AtSpen2 has a function related with the
flowering time, and suggest that it may have an accessory function in a development
process or its participation is conditional and depends on certain endogenous or

environmental conditions.

MATERIALS AND METHODS

Databases and bioinformatic tools
The databases and bioinformatic tools using in this research are available at
the following electronic addresses:

Genetic analysis and molecular biology in Arabidopsis thaliana:
e https://www.arabidopsis.org/

Analysis of promoter regions and transcription factors of Arabidopsis thaliana:
e http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/

Analysis of nucleotide and protein sequences:
e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e http://www.sanger.ac.uk/

e http://www.genomesonline.org

Analysis of proteins and domains:
http://pfam.sanger.ac.uk/

http://pfam.janelia.org/

http://pfam.sbc.su.se/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=cdd
http://www.uniprot.org
http://www.expasy.org/prosite/
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Similarity analysis of the AtSPEN2 SPOC domain

Sequences were obtained from http://www.ncbi.nim.nih.gov  and
http://www.uniprot.org. Multiple sequence alignment was performed with ClustalW.
The tree was generated with Mega 6.0 (Tamura et al., 2013), using the Neighbor-
Joining method with the proportion of paired differences.

Construction of a vector to over-express AtSpen2

A region of the AtSpen2 cDNA was amplified from a plasmid isolated from an
A. thaliana cDNA Matchmaker® library. The oligonucleotides FOE 5'-
AAAAAGCAGGCTGCATGTCATCTAGAGGAAGGGAGAGGATGA-3’ and ROE 5'-
AGAAAGCTGGGTGTTAACTCGGTTTAGCTTGTTGAATCTGCTG-3’ were used to
generate the attB1 and attB2 recombination sites. The amplified DNA fragment was
cloned into the pPDONR221® (Invitrogen) vector, harbouring the sites attP1 and attP2.
The recombination reaction was performed using the BP Clonase Enzyme Mix Kit®
(Invitrogen), forming the attL1 and attL2 recombination sites. The pDONR221®
vector with the AtSpen2 coding region was recombined with the pK2GW7.0 (Ghent
University, Belgium) binary vector (harbouring the attR1 and attR2 recombination
sites), using the LR Clonase Enzyme Mix Kit® (Invitrogen). In the final recombinant
vector, the strong 35S promoter of the Cauliflower Mosaic Virus (Odell et al., 1985)
was joined to the AtSpen2 coding region.

Genotyping of the AtSpen2 knock-out mutant (KO)

Seeds of the A. thaliana insertional mutant At4g12640-T-DNA (KO) were
provided by the Salk Institute for Genomic Analysis. Two lines were used: KO-
024223 and KO-030932. Lines were genotyped by PCR as previously described
(Alonso et al., 2003).
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Arabidopsis thaliana genomic DNA extraction and amplification of the
promoter region

DNA of the wild-type A. thaliana ecotype Col-0 was isolated using the DNAeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN), following the manufacturer's instructions. The resulting
DNA was used to amplify 500 bp of the AtSpen2 promoter region, using the
oligonucleotides: F500 5-ACATGACGAGCAGATCTACGGAGA-3’ and R500 5'-
TCTGCATTCGTCAGATCTATCGCA-3'. The Supermix High Fidelity® PCR kit
(Invitrogen) was used following the manufacturer's instructions. The amplification
conditions were: 95°C for 5 min, 30 cycles of 95°C for 1 min, 55°C for 1 min, 68°C

for 90 sec, followed by a final extension at 68°C for 10 min.

Construction of a vector to analyze the expression conferred by the AtSpen2
promoter region

The 500 bp PCR fragment, corresponding to the AtSpen2 promoter, was
cloned into the pCR8%GW/TOPO (Invitrogen) vector, between the attL1 and attL2
recombination sites. The sequence and orientation of the cloned fragment was
verified by the method of Sanger et al, (1977). The resultant vector was recombined
with the pKGWFS7 binary vector (Ghent University, Belgium) containing the attR1
and attR2 recombination sites; this vector harbours a translational fusion of the gfp
and uidA reporter genes, allowing both to be used for analyzing the expression
conferred by the AtSpen2 promoter region. Recombination was performed using the

LR Clonase Il enzyme Mix® Kit (Invitrogen).

Agrobacterium tumefaciens and Arabidopsis thaliana genetic transformation

The recombined binary vectors were used to transform the Agrobacterium
tumefaciens strain pGV2260 (McBride and Summerfelt, 1990) by electroporation at
1800 V, using the Eppendorf electroporator 2510. Transformed colonies were
selected in LB medium (Luria) with carbenicillin (100 pl/ml), rifampicin (50 pl/ml),

spectinomycin (100 ul/ml) and streptomycin (300 ul/ml).
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The A. tumefaciens strain pGV2260 containing the recombinant binary vector
was grown to an optical density of 0.6 (600 nm), centrifuged for 5 min at 6000 rpm;
the pellet was resuspended in infiltration medium: 0.5X MS (Murashige and Skoog,
1962), 5% sucrose (Bioxon) and 0.05% Silwett L-77. The bacterial suspension was
applied to 2-10 mm A. thaliana Col-0 inflorescences following the floral DIP method
(Clough and Bent, 1998; Martinez-Trujillo et al., 2004). Plants were placed in the
dark for 12 h and then transferred to light conditions. To collect the seeds, plants
were allowed to produce mature siliques. Plant selection was made in 0.2X MS
medium, pH 5.7 supplemented with 0.6% sucrose as carbon source and 1% plant
agar (Phytotechnology Laboratories A111), with kanamycin (60 pg/ml) for plant

selection.

Expression analysis by real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

Total RNA from Col-0, KO and OE A. thaliana lines was isolated from the roots,
leaves, and flowers, using Trizol® (Invitrogen). cDNA synthesis was performed using
reverse transcriptase H (Thermo Fisher Scientific) and oligo dT. The following
oligonucleotides were designed to amplify a 201 bp AtSpen2 gene fragment: FAt4g
5-TCCAAAGGGACTCCAGAATG-3 and RAt4g 5-CATAACTGCGACCAGGGAAT-
3. A 226 bp fragment of actin was used as the internal reference, using the
oligonucleotides FACTINA 5-TGCCAATCTACGAGGGTTTC-3’, RACTINA 5'-
TTCCGATGGAAGAGCTGGT-3'.

Growth conditions of different A. thaliana lines

Seeds of the different A. thaliana lines were surface disinfected by washing
with 96% ethanol (v/v in water) for 7 min and then with 20% sodium hypochlorite (v/v
in water) for another 7 min. Subsequently, seeds were rinsed five times with sterile
deionized water, resuspended in 1 ml, and placed at 4°C in the dark for 48 h to

promote and synchronize germination.

Disinfected seeds were placed in Petri dishes containing 0.2X MS medium, pH
7.0, for plant growth, supplemented with 0.6% sucrose and 1% plant agar. For the
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selection of genetically transformed plants, kanamycin (60 pg/ml) was added to the
medium. Ten days after germination, plants were transferred to pots with a substrate
composed of peat moss, perlite, and vermiculite in 3:1:1 ratios at field capacity water.
Both Petri dishes and pots were incubated in growth chambers (Percival Scientific
AR-95L), under the following conditions: 24 °C, 100 umol m?s! light intensity, 80%
relative humidity, and a 16:8 h light-dark photoperiod.

Expression analysis of the uidA and gfp reporter genes

The transgenic plants with the uidA reporter gene (Jefferson et al., 1987) were
stained with 0.1% 5-bromo-4-cloro-3-indolil D-glucuronide (x-gluc) in phosphate
buffer (NaH2PO4 and Na2HPO4, 0.1 M, pH 7), with 4 mM potassium ferrocyanide and
potassium ferricyanide for 12 h at 37 °C. A blue compound was generated by
conversion of the x-gluc substrate via the activity of the beta-glucuronidase enzyme
encoded by uidA. Plants were clarified and fixed according to Malamy and Benfey
(1997).

The expression of the gfp reporter gene was determined by detecting the green
fluorescence emitted by the GFP protein (Haseloff and Amos, 1995). To analyze the
expression pattern, seedlings were supplied with propidium iodide (1 pg/ml), which
emits red fluorescence. Detection of GFP and propidium iodide fluorescence was
performed using an Olympus Fluo-View FV1000-PME microscope. To generate the
fluorescence of the GFP protein and propidium iodide, excitation wavelengths of 488
nm and 493 nm were used, respectively; photographs were taken at 509 nm and
535 nm wavelengths, respectively.

RESULTS

Bioinformatic analysis of the AtSpen2 gene and the putative AtSPEN2 protein

To provide information about the function of the AtSpen2 gene, the similarity of
the encoded protein with other Spen proteins of plants and particularly of the SPOC
domain, was performed by a bioinformatic analysis.
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The AtSpen2 gene is located on A. thaliana chromosome 4 and encodes a
putative protein of 823 aa residues. A bioinformatic analysis of this protein
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42566726) predicted two RRM motifs between
aa 25-90 and 153-223, respectively, and a SPOC domain from aa residues 471-567
(Figure 6.1.1 A); hence, it can be concluded that this protein belongs to the Spen
family (Sammut et al., 2008). The alignment of the SPOC domain of AtSPEN2 with
the homologous domains of other Spen proteins showed the conservation of 18 aa
residues, and the sequences that participate in the 3 sheets and a helix structures
(Figure 6.1.1 B). A topological comparison of the RRM and SPOC domains of
AtSPEN2 with other described Spen proteins showed that the number of actual or
putative RRM domains is either two (AtSPEN2, OsRRM and OsRRMh), three
(AtFPA) or four (SHARP), but there is only one SPOC domain in the carboxyl side
of the protein (Figure 6.1.1 C).
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Figure 6.1.1. The AtSpen2 gene encodes a Spen putative protein. A. The AtSpen2 gene is located
on chromosome 4 from nucleotides 7,462,599 to 7,467,862 in the A. thaliana genome (TAIR, The
Arabidopsis Information Resource) and encodes an 823 aa putative protein, with two RRM domains
(aa 25-89) and (aa 153-223), and a SPOC domain (@aa  471-567)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/826877). B. Alignment of the SPOC sequences in Spen plant and
human proteins: AtSPEN2 (A. thaliana), AtFPA (A. thaliana), OsRRM (O. sativa), OsRMMh (O.
sativa) and SHARP (Homo sapiens) is shown. C. Location of RRM and SPOC domains of Spen
proteins: AtSPEN2 (A. thaliana), AtFPA (A. thaliana), OsRRM (O. sativa), OsRMMh (O. sativa) and
SHARP (Homo sapiens).
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The average size of the plant Spen proteins is approximately 900 aa, while the
human protein SHARP is almost four times larger, with 3,664 aa. Unlike the RRM
domain, which is very diverse (Maris et al., 2005), the SPOC domain is more
conserved, allowing evolutionary relationships to be established between proteins.
The bioinformatic analysis of SPOC domains in predicted proteins of vascular plants
with a sequenced genome, revealed that in each plant species there are two genes
encoding Spen proteins; moreover, the SPOC domains of those distinct proteins
encoded in the genome of each plant species are grouped in two clearly divergent
clades (Figure 6.1.2), hence suggesting that the genes encoding Spen proteins of a
same clade are orthologous; this also indicates that the Spen genes of vascular
plants were derived from an antique event of duplication of a single ancestral gene;
this supposition is reinforced by the existence of only one Spen gene in the non-
vascular plant Physcomitrella patents, a moss with a sequenced genome. The moss
Spen protein contains a SPOC domain which displays low sequence identity with
both of major SPOC clades of vascular plants (Figure 6.1.2). The comparative
analysis of SPOC domains of A. thaliana and Oryza sativa proteins, showed that the
domains of AtSPEN2 and OsRRM belong to a same clade, whereas the domains of
FPA and OsRRMh, both reportedly involved in flowering time determination in the

corresponding plant species, belong to the second major clade (Figure 6.1.2).
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Figure 6.1.2 Dendogram inferred using Neighbor-Joining of plant Spen proteins derived from
the SPOC domain comparisons. The SPOC sequences of the following species were used:
Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa, Vitis vinifera, Oryza sativa, Hordeum vulgare,
Brachypodium distachyon, Physcomitrella patens, Cucumis melo, Medicago truncatula, Shorgum
bicolor, Ricinus communis, Glicine max, Zea mays, and Homo sapiens as the external group.
Bootstrap values are shown below the branches. The scale are in the units of the number of amino
acid differences per sequence and accession number or locus ID is indicated in parenthesis.
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Analysis of the AtSpen2 over-expressing (OE) and knock-out (KO) transgenic
lines

The binary vector with the AtSpen2 cDNA fused to the strong 35S promoter of
Cauliflower mosaic virus (CaMV) was used to transform A. thaliana plants using A.
tumefaciens. Plants were selected on the basis of kanamycin resistance and
homozygous plants were selected; this strategy obtained 13 lines (T3 generation).
The AtSpen2 KO lines were analyzed by PCR and it was found that in KO-024223
the T-DNA was inserted in the exon 3 (nucleotide +2153), whereas in the KO-030932
line the T-DNA was inserted in the promoter (nucleotide — 413). These KO lines were
named as KO-E and KO-P in the following sections.

The in vitro growth of plants from three OE lines (OE-1, OE-2, OE-3), KO-E
and KO-P lines, was compared to the WT line for 10 days, and then the plants were
transferred to pots for the production of flowers and siliques. The following
phenotypic variables were analyzed: primary root growth, lateral root number, lateral
root density, root biomass, shoot biomass, and flowering time. There were no
apparent differences among WT, KO and OE plants in any of the developmental
traits analysed in: figure 6.1.3 results of KO-E, OE-1, and WT, are shown as
representatives, the other OE lines (OE-2 and OE-3) and the KO-P line, had the
same statistical values in the phenotypic variables analysed. These results discard
the participation of the AtSpen2 gene in the flowering time in the experimental used
conditions, as a difference with its paralogue gene fpa.
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Figure 6.1.3. Analysis of growth and development in A. thaliana lines A. In vitro growth of Col-0
and KO-E lines at 10 days after germination. B. In vitro growth of Col-0 and OE-1 lines at 10 days
after germination. C. Growth in pot of Col-0, OE-1 and KO-E lines, at 35 days after germination. D.
Primary root growth. E. Number of lateral roots. F. Lateral root density. G. Fresh root weight. H. Fresh
foliage weight. I. Flowering time. For D-H, plants were grown in vitro and measurements were made
ten days after germination. In |, plants were first grown in vitro for six days and then transferred to
pots. Bars indicate the confidence interval for a = 0.05. Different letters indicate significance with the
Tukey test (p < 0.05, n = 15).
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The levels of AtSpen2 transcripts in the OE-1 and KO-E lines used to analyze
the phenotypic traits, were determined by RT-gPCR. A. thaliana Col-0 plants were
used as the control, and the expression of the endogenous actin gene was used as
the internal reference. In the different organs analyzed, leaf, root, and flower, there
was greater expression of the AtSpen2 gene in the OE-1 line (145.5, 29.5 and 41.2
fold, respectively), and lower in the KO-E line (0.011, 0.21 and 0.0023 fold,
respectively), relative to WT seedlings (1, 1 and 1, respectively) (Figure 6.1.4). The
changes observed in the AtSpen2 transcript levels in the OE-1 line with respect to
the wt plants, were more than two magnitude orders in leaves and one magnitude
order in root and flowers. In the KO-E line, changes in transcript levels were more
variable, with decrements of two magnitude orders in leaves and flowers, but only
five fold in roots. Therefore, we consider that the observed changes in the AtSpen2
transcript levels in OE-1 and KO-E lines with respect to wt plants, are enough
significant to be considered as typical overexpressing and knock-out lines.
Furthermore, it is improbable that the KO-E line can produce a normal mRNA,
because the exon 3 is interrupted by the T-DNA, as we demonstrated. Although only
one endogenous gene was used as control, the experiment was repeated three

times with similar results.
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Figure 6.1.4. AtSpen2 expression levels in A. thaliana lines. AtSpen2 gene expression was
determined by quantitative PCR, according to the Materials and Methods. Actin was used as the
endogenous control. Expression in KO-E and OE-1 lines are reported as fold-change relative to the
WT Col-0 line.

Cis elements and expression conferred by the AtSpen2 promoter to the uidA
and gfp reporter genes

The promoter region of the AtSpen2 gene apparently consists of 346 bp, which
is the distance that separates it from the nearest gene, At4g12620. This promoter
lacks a canonical TATA box, which is present in one-third of A. thaliana genes at ~
30 bases upstream of the transcription start site; it also lacks the initiator element
(Inr), YYANa/tYY. Some potential cis regulatory elements identified by bioinformatic
tools (see Material and Methods) were the following: T-Box (position 7462561-
7462566), GATA-Box (position 7462503-7462508), and I-Box (position 7462504-
7462509) (AGRIS: Davuluri et al., 2003 and Athena: O’Connor et al., 2005). The
GATTTGATA sequence at position 746499-746507 was found, by visual analysis,
as a variant of the GAaTTGATA and GAgaTGATA motifs, both reported cis-acting
elements conferring expression in the phloem (Srivastava et al., 2014; Truernit and
Sauer, 1995). This finding is congruent with the tissue-specific expression conferred

by the AtSpen2 promoter, as described in a subsequent section (Figure 6.1.5).
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The promoter region of Atspen2 is shared with the At4g12620 gene, which is
located at position 7459646-7462253 (TAIR, The Arabidopsis Information
Resource). This gene encodes a protein of the replication origin recognition complex
(ORC1B) and its promoter region contains several predicted cis elements: T-Box,
ATB2/AtbZIP53/GBF5 BS in ProDH, Boxll, SORLIP2 and E2F (AGRIS: Davuluri et
al., 2003 and Athena: O’Connor et al., 2005) (Figure 6.1.5)
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| ‘ |

< | | | | | | |
- [ | | | I [ [ ‘ | | I I [ [ | |
4 BM M 10M 1M 12M 13M 14M 15M

Regulatory
region

Atdg12620 coding region
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GTTGAAGCCATTGATGGTGTAAGCTACGGGTTTTTCTGGGTGAAGAATGAAGCGAGT GAATGAAGAGGAAGAAGAAG

ACGATGATGATCGATGAAGAAGGCAGGTAGAGAGAGAAAGTTGGCGGGAAAAGGTGGCGCGACACTTCTTCTTCTTC
E2F

GCATCAGACAAGAGTTTGCGAGAAAAGGGTTTAACTTTGGGCCGAATATTGGGCTTATTAACCCAACTCATCAC

SORLIP2 Box Il ATB2
ITTAGGTTTATCCAAATTAATCATAACATTTITGGGCOGATTTGATAAGAAATCAATAATATAGGICCTTITGIG
— Box G-
PHLOEM

AAAGAAAAAAAAAAAAACGAAGAGCACAAAGTGAAATGGGGAATTGTTTTTTGTAGAGCCCTAAATAGAAAATC
Box T

[CCAACTGTAGTGAAAGTGAAGAAGAAGAAGAAGATGGTGGAGATCTGAAAATATGCGATAGATCTGACGAATG

CAGATCTAAAATG

Figure 6.1.5. Putative cis-regulatory elements in the AtSpen2 promoter. The nucleotide
sequence of 346 bp located 5 upstream of the AtSpen2 coding sequence was used for the
bioinformatic analysis; this sequence is partially shared with the promoter of the At4g12620 gene.
The sequences underlined correspond to I-Box, GATA-Box and T-Box as part of the AtSpen2
promoter. The box corresponds to the putative element conferring expression in phloem. Other
underlined sequences correspond to At4g12620 cis elements: T-Box, ATB2/AtbZIP53/GBF5 BS in
ProDH, Boxll, SORLIP2 and E2F.
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A. tumefaciens transformed with a binary vector harbouring the AtSpen2
promoter region fused to the uidA::gfp reporter genes was used to transform A.
thaliana Col-0 plants. The transformed plants were differentiated from
untransformed ones by their greenish colour and fast growth in media with
kanamycin (60 pg/ml). The percentage of plant transformation obtained was 1-1.2%.
Plants were selected for homozygosis in the T3 generation. Twelve independent
transgenic lines were obtained, 10 of them with detectable expression of the two
reporter genes, although with variations in the intensity of expression, possibly due
to positional effects of the T-DNA insertion into the genome. The expression analysis
of the reporter genes showed that both uidA and gfp displayed the same expression
patterns in the different plant tissues; accordingly, the results illustrated in the
subsequent figures are shown with either one or the other reporter gene, depending

on the quality of the images obtained.

The expression of the uidA::gfp reporter genes was observed in different
organs of the plants. In roots, the expression was found in the stele of the
differentiated zone, both in the vascular tissue and pericycle. Lateral root primordia
originating from pericycle showed expression in all cells, but in the tips of the primary
and lateral roots, the expression was detected in the central part of the elongation
and meristematic zones, and it was interrupted before reaching the quiescent centre.
(Figure 6.1.6 A-D). In the cotyledonary and true leaves, the expression was restricted
to the vascular tissue bundles and continued through the petiole (Figure 6.1.6 E-H).

In the flowers, the expression was observed in the filaments of the stamens,
but not in the anthers and pollen grains; following the stages reported by Smyth et
al. (1990), in flower stage 12 (flower unopened unfertilized), expression was
concentrated in the septum margins (Figure 6.1.6 I), whereas in the stages 14-15
(fertilized flowers), the expression appeared with greater intensity in the developing

embryos (Figure 6.1.6 J).
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100 pm

Figure. 6.1.6. Expression conferred in by the AtSpen2 promoter region in different organs and
tissues. A. Primary root tip. B. Lateral root tip. C. Lateral root primordium. D. Lateral root. E. Stem
with forming leaves. F. True leaf. G. Cotyledonary leaf. H. Vascular bundle. I. Gynoecium in the flower
stage 13 (without fertilization). J. Gynoecium in the flower stage 15 (fertilized with developing
embryos). In A-D and I, the expression was detected by GFP fluorescence (green). In E-H and J, the
expression was detected by the uidA reporter gene (blue). Images are representative of 10 replicates.
vb (vascular bundle), s (septum), o (ovule), e (embryo).
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DISCUSSION

In this work, the AtSpen2 gene of A. thaliana and the predicted encoded protein
were analyzed by using bioinformatic and experimental methods. The comparative
sequence analysis showed that the putative AtSPEN2 protein is different from FPA,
the first Spen protein functionally characterized in A. thaliana, in both size and overall
aa sequence: AtSPEN2 exhibits two RRMs in its N-terminal domain whereas FPA
displays three RRMs. Systematic comparisons of the AtSPEN2 SPOC domain
revealed that it exhibits higher sequence identity to the equivalent domain of Spen
proteins encoded by other plant species, including the OsRRM protein of rice (72%),
whereas with A. thaliana FPA was only 56%; correspondingly, the SPOC domain of
FPA exhibits higher sequence identity to the OsRRMh protein of rice than to
AtSPEN2 (Figure 6.1.2). These observations indicate that the AtSpen2 gene is a
paralogue of the fpa gene of A. thaliana, and probably an orthologue of the rice
OsRRM gene. Thus, it is plausible that the AtSPEN2 protein function has diverged
from that of FPA, which is involved in controlling flowering time by the autonomous
pathway (Schomburg et al., 2001).

This hypothesis is supported by the results of the phenotypic analysis of A.
thaliana AtSpen2 KO mutants and transgenic OE lines, as flowering time was not
modified compared to WT plants. In contrast, inactivation of fpa in A. thaliana
(Schomburg et al., 2001) and its orthologous gene OsRRMh in rice (Liu and Cai,
2013) produced a delay in flowering, hence demonstrating the function of both
proteins in flowering control has been preserved through the evolution of
angiosperms. It can be hypothesized that the ancestral gene encoding a Spen
protein in plants was duplicated before separation of dicots and monocots and that
a process of functional divergence took place throughout the subsequent evolution
of those plant lineages. The plausible original function of the ancestral protein was
the control of flowering, as indicated by the preservation of that function in both FPA
and OsRRMh, while the other proteins (AtSPEN2 and OsRRMh) might have one or

more functions unrelated to this process.
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We functionally analyzed the promoter of AtSpen2 to establish its pattern of
activity in different organs and tissues during plant development, and compared it
with the expression conferred by the fpa gene promoter (Table 6.1.1). This could
shed light on potential functional differences between the Spen protein-coding genes
examined because promoters have an important role in determining the place (tissue
or organ), time, and intensity of transcription, which together with the characteristics
of the encoded proteins, largely define the molecular, cellular, and physiological
function of these proteins (Hernandez-Garcia and Finer, 2014). The absence of a
canonical TATA box and an initiator element in the AtSpen2 promoter indicates that
these elements are not the only cis elements that are critical for determining
transcription initiation of RNA pol Il-dependent genes (Narlikar, 2014). Although it
has been proposed that yeast and human genes with promoters lacking a TATA box
are involved in constitutive processes (Yang et al., 2007), there are numerous
exceptions to this rule in those same species and notably, in plants (Kumari and
Ware, 2013). Indeed, the pattern of tissue-specific expression conferred by the
AtSpen2 promoter and its dependence on the development of flower structures

suggest that this promoter does not display constitutive transcriptional activity.
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Table. 6.1.1. Comparison of organ and tissue-specific expression patterns of the uidA
reporter gene directed by the AtSpen2 and fpa gene promoters in Arabidopsis thaliana
(Data of the fpa promoter are those reported by Schomburg et al.,2001).

MATURE LEAVES

Pattern: patches
Time: only in the two first
true leaves

ORGANS/ TISSUES fpa EXPRESSION AtSpen2 EXPRESSION

COTYLEDONARY Yes Yes

LEAVES Pattern: the whole leaf Pattern: vascular tissue
Yes
Pattern: all the stele of primary and

ROOTS No lateral roots (vascular tissue and
pericycle); lateral root primordia
Time: all time

Yes

Yes
Pattern: vascular tissue
Time: all time

AXILARY MERISTEM Yes No
INFLORESCENCE Pattern: homogeneous
INFLORESCENCE Yes Yes
STEM Pattern: homogeneous Pattern: vascular tissue
Yes
Yes Pattern: septum in stage 12 (non-
FLOWER Pattern: not reported fertilized flower); developing embryos

Time: all time in stages 14-15.

Time: onset at stage 12

The most characteristic expression directed by the AtSpen2 promoter occurs
throughout the vascular tissue (phloem and xylem) and although some cis elements
have been associated to the specific expression in phloem, the reported sequences
are diverse, consisting of 8-13 nucleotides that do not show a significant degree of
conservation among distinct promoters. These phloem-specific sequences have
been classified into four groups, two of which have been reported in A. thaliana
(Srivastava et al.,, 2014). The sequence GATTTGATA found in the AtSpen2
promoter, is very similar to the sequences GAaTTGATA and GAgaTGATA, both
reported to confer expression in Pisum sativum (Srivastava et al. 2014) and A.
thaliana (Truernit and Sauer, 1995); thus it is possible that this sequence is involved
in the phloem expression conferred by the AtSpen2 promoter. Another possibility is
the existence of a different cis element (or combination of them) in the AtSpen2
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promoter conferring expression in phloem, but delimiting it needs another approach,
such as directed mutagenesis.

Although the reporter gene expression directed by the AtSpen2 promoter was
observed throughout the vascular tissue, it is not clear what function it could have in
this tissue, unlike other A. thaliana genes that are expressed in the phloem, such as
AHAS3 and SUC2. The former gene encodes a H*-ATPase, which provides energy
for SUC2, a sucrose-H* symporter, both contributing to the transport of sucrose in
this tissue (Truernit and Sauer, 1995). Another relevant example is the Cucurbita
moschata PP2 gene encoding one of the major proteins involved in the formation of
slime plugs in damaged phloem (Guo et al., 2004). Whereas the reported Spen
proteins participate in regulating the expression of other genes in animals (Sanchez-
Pulido et al., 2004; McHugh et al., 2015) and plants, such as FPA which regulates
the expression of the flowering repressor FLC (Hornyik et al., 2010), it is possible
that AtSPEN2 contributes to the regulation of a gene whose protein could have a
clear function in the phloem.

The root is an organ that allows the plant to be anchored to the substrate and
to absorb water and nutrients from the soil and transport them to the aerial parts via
the vascular tissue, which is a central stele in A. thaliana, both in the primary and
lateral roots (Scheres et al., 2002). The proposal that AtSpen2 function is partly
associated with the vascular tissue is reinforced by the expression conferred by the
promoter in this tissue, through the root system and the aerial parts, indicating that
this gene is being expressed throughout all of the plant vascular system. In the root,
the expression of AtSpen2 extends to the pericycle cell layer, the site where lateral
roots originate through robust hormonal and environmental control (Dubrovsky et al.,
2008). In transformed fpa::uidA plants, expression in the root is not reported
(Schomburg et al., 2001) (Table 6.1.1), adding another important difference between
fpa and AtSpen2 and reinforces the notion of a functional difference between these
two genes and their encoded proteins. Besides, in our experimental analysis, the
expression conferred by the AtSpen2 promoter in leaves is restricted to the vascular

tissue; in contrast, the fpa promoter region confers expression mainly in young

52



VI. RESULTADOS

leaves and in continuous foliar areas that are not associated with the vascular tissue
(Schomburg et al., 2001) (Table 6.1.1), which is an important difference that supports

the divergence of the function of both genes in A. thaliana.

The expression conferred by the AtSpen2 promoter in the ovules and
developing embryos suggests that this gene plays a role in this stage, but additional
studies are required to reveal it because it has been reported that embryogenesis is
complex and involves the acquisition of cellular identities and developmental
patterns (Capron et al., 2009). Although the fpa gene is also expressed in flowers,
its pattern is different from that conferred by the AtSpen2 promoter, because this
expression is widespread throughout the inflorescence and begins in the initial
stages of flower development (Schomburg et al., 2001), which is consistent with the
function of this gene in the control of flowering time. A comparison of the time
expression of the A. thaliana and O. sativa genes encoding Spen proteins in the
developing of the reproductive structures, reinforce the hypothesis of divergence of
fpa and Atspen2 functions: in the rice genes OsRRMh and OsRRM, orthologous of
fpa and AtSpen2, respectively, the expression in the former (determined by RT-
gPCR) occurs in the leaves and inflorescences (Liu and Cai, 2013), while the
OsRRM expression (determined by a reporter gene) is associated only with the seed
endosperm (Chen et al., 2007). Summarizing this comparison, the expression in the
flower of the orthologous genes fpa and OsRRMh is found at an early flowering
stage, in congruence with their reported function in controlling the flowering time,
while the orthologous genes AtSpen2 and OsRRM are expressed only in later flower

stages.

Although the AtSpen2 promoter directed reporter gene expression in the
transition from the unfertilized flower stage to the flower with developing embryos,
we did not observe any changes in the floral development of plant when the AtSpen2
gene was inactivated or overexpressed. Some authors have reported that in
consequence of gene inactivation there may not necessarily be a morphological
change, even if there is a severe physiological alteration; consequently, integral
strategies to reveal the function of these genes should be used (Niehaus et al.,
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2015). The redundancy in the function of genes may account for the absence of a
phenotype when a gene is mutated (Bouché and Bouchez, 2001), but in the
particular case of AtSpen2, this is unlikely because of the following reasons: a) its
unique paralogue in A. thaliana, the gene fpa, has a function in the control of
flowering time (letswaart et al., 2012), which was not found for AtSpen2 in this work;
b) the SPOC domains of FPA and AtSPENZ2 have low sequence identity; and c) the
expression conferred by the promoter regions of AtSpen2 and fpa in the organs and
tissues of A. thaliana, respectively, is completely different. Therefore, it is proposed
that the lack of a remarkable phenotype in our KO and OE lines is due to any of the
following situations: a) AtSpen2 is not a master gene in a development process, but
it may have an accessory function, and b) its participation is conditional and depends

on certain endogenous or environmental conditions.

CONCLUSION

Taken together, our results demonstrate that the AtSpen2 gene: a) has a
functional promoter that confers expression in the whole vascular tissue, and in the
gynoecium and developing embryos, b) Its function in the regulation of the flowering
time was discarded, and it is debt possibly by the divergence of the transcription
expression pattern and low similarity of the SPOC domain with its paralogue fpa

gene
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6.2. The Arabidopsis thaliana sucrose-phosphate synthase (sps) genes are
expressed differentially in organs and tissues, and their transcription is

regulated by osmotic stress
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ABSTRACT

Sucrose is synthesized from UDP-Glc and Fru-6-phosphate via the activity of
sucrose-phosphate synthase (SPS) enzymes, which produce Suc-6-phosphate.
Suc-6-phosphate is rapidly dephosphorylated by a phosphatase to produce Suc and
inorganic phosphate. Arabidopsis has 4 sps genes encoding SPS enzymes, of which
AtSPS1F and AtSPS2F have been grouped with other dicotyledonous SPS
enzymes, while AtSPS3F and AtSPS4F are included in groups with both
dicotyledonous and monocotyledonous SPS enzymes. In this work, we generated
Arabidopsis thaliana transformants containing the promoter region of each sps gene
fused to the uidA::gfp reporter genes. A detailed characterization of the expression
conferred by the sps promoters in organs and tissues was performed: novelties
results showed the expression of AtSPS1F, AtSPS2F and AtSPS3F in the columella
roots, which supports the sucrose synthesis in these cells, and suggests a role of
sucrose in this tissue; besides, the expression of AtSPS4F was found in embryos
suggesting its participation in this developmental stage. Aditionally, a quantitative
transcriptional analysis of A. thaliana plants grown in media with different osmotic
potential, determined that the AtSPS2F and AtSPS4F genes respond to the osmotic
stress.

Key words: sucrose, genes, transcription, osmotic stress
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INTRODUCTION

Plants are photosynthetic organisms that use light energy, carbon dioxide from
the atmosphere, and water for carbohydrate synthesis in the chloroplast;
subsequently, they transport cytoplasmic triose phosphates, allowing the synthesis
of sucrose in several reactions. In the last reaction pathway, sucrose is synthesized
from UDP-Glc and Fru-6-phosphate via the activity of sucrose-phosphate synthase
enzyme (SPS; EC 2.4.1.14), which produces Suc-6-phosphate. Suc-6-phosphate is
rapidly dephosphorylated by a phosphatase (SPP; EC 3.1.3.24) to produce Suc and
inorganic phosphate (Pi), making the reaction practically irreversible (Huber and
Huber, 1996)

In most plants, sucrose is the main sugar transported from the sites of synthesis
to other organs and tissues of the plant to be utilized. The tissue the sucrose is
transported via is the phloem, in which the sucrose is discharged by specific
membrane transport proteins; once in this tissue, mass flow mobilizes sucrose and
other organic compounds. In tissues in which sucrose is used, it is cleaved by the
enzyme sucrose synthase (Sus; EC 2.4.1.13) to produce UDP-GIc and Fru, or it is
hydrolysed by invertase (INV; EC 3.2.1.26) to yield Glc and Fru, allowing
monosaccharides to be used for energy production and the synthesis of cellulose,
starch, fructans, protein and antioxidant compounds. (Ruan, 2014; Jiang et al.,
2015). Prior to the sequencing of plant genomes, only one gene was thought to
encode an SPS enzyme in each species; thus, SPS cDNA was reported for maize
(Worrell et al., 1991), spinach (Klein et al., 1993; Sonnewald et al., 1993), banana
(do Nascimento et al., 1997), sugar beet (Hesse et al., 1995), Citrus unshiu
(Komatsu et al., 1996), bean faba (Heim et al., 1996), Craterostigma plantagineum
(Ingram et al., 1997), sugarcane (Sugiharto et al., 1997), and kiwi fruit
(Langenkamper et al., 1998); additionally, a genomic sequence in rice (OsSPS1)
was reported (Valdez-Alarcon et al., 1996). Currently, it has been reported that there
is a family of sps genes encoding SPS enzymes in different plant species (Jiang et
al., 2015). Langenkamper et al. (2002) classified the SPS enzymes into three

groups, called A, B and C. Using more sequences, Castleden et al. (2004)
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considered four groups (A, B, C and D), and Lutfylla et al. (2007) formed six groups
(1a, 1b, 2d, 2m, 3 and 4), based on the similarity of the amino acid sequence of the
glucosyl transferase enzyme domains, among which 1a and 1b correspond to
bacterial SPS. Arabidopsis has 4 sps genes encoding SPS enzymes, among which
AtSPS1F (AtSPS1A) and AtSPS2F (AtSPS2A) have been grouped with other
dicotyledonous SPS enzymes in the 2d group, while AtSPS3F (AtSPSB) and
AtSPS4F (AtSPSC) are included in the 3 and 4 groups, respectively, containing both
dicotyledonous and monocotyledonous SPS enzymes (Lutfylla et al., 2007).

The route of sucrose synthesis is highly regulated: from the transcription of the
genes encoding the SPS enzymes, by covalent modifications that inactivate or
activate enzymes, and by the allosteric effect of some substrates of the metabolic
pathway of this sugar (Huber and Huber, 1996). Allosteric regulation occurs in some
SPS enzymes such as spinach and maize, where the Glc-6-P, a precursor in the
synthesis pathway, positively regulates the activity, whereas inorganic phosphate
(Pi), one of the final products, negatively regulates the activity (Amir and Preiss,
1982; Doehlert and Huber, 1983; Kalt-Torres et al., 1987). However, allosteric
regulation is not a general feature of SPS enzymes because it has been reported
that leaf soybean and wheat germ SPS are only inhibited slightly by Pi and are not
affected by Glc-6-P (Nielsen and Huber, 1989; Salerno and Pontis, 1978).
Additionally, it has been reported that, in A. thaliana, only AtSPS3F is allosterically
regulated (Volkert et al., 2014)

Light regulates various processes in plants, such as germination, flowering and
photomorphogenesis (Bou-Torrent et al., 2008). This factor is important in the
regulation of certain SPS enzymes, as phosphorylation or dephosphorylation
determines protein activity (Stitt et al., 1988); in spinach (Spinacia oleracea), the
RMRRISSVE sequence has been defined, in which serine 158 (bold) can be
phosphorylated in the dark, inactivating the enzyme, and dephosphorylated in the
presence of light, activating the enzyme (McMichael et al., 1993). For maize, an
amino acid sequence of an SPS has been described, similar to the sequence of
spinach, with a serine at position 162 that can be phosphorylated in the dark,
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inactivating the enzyme (McMichael et al., 1995); for other SPS enzymes, they have
been described as potential sites of regulation by light-dark, as in rice (Huber and
Huber, 1996) and in several dicotyledonous plants, including A. thaliana (Lutfylla et
al., 2007).

During drought conditions and high salinity, water availability for plants is
severely limited because the status of the free energy of water (water potential)
decreases due to the osmotic effect derived from molecules that interact with it,
making it more difficult to capture the water (Xiong and Zhu, 2002). The responses
of plants to osmotic stress are diverse and comprise a change in growth,
adjustments in ion transport and changes in carbon metabolism; these changes can
occur in response to the osmotic effect of primary signals or secondary signals such
as abscisic acid and ethylene hormones (Fujita et al., 2011). Covalent regulation of
SPS enzymes can also occur by osmotic stress; in spinach, it has been delimited by
the RMRRGVSC sequence, with a serine at position 424; this site is phosphorylated
when the plant is subjected to osmotic stress, and the enzyme is activated, perhaps
antagonizing the inhibitory effect of the phosphorylation of serine 158 and allowing
the synthesis of sucrose (Winter and Huber, 2000). In other species of
dicotyledonous plants and monocots, similar amino acid sequences that may be
potential serine phosphorylation sites and regulation by water stress have been
reported; in A. thaliana, AtSPS1F, AtSPS2F and AtSPS4F, this regulatory sequence
is present; however, in AtSPS3F, it is absent (Lutfylla et al., 2007).

The transcriptional regulation of sps genes is complex and becomes more
important considering that there are several genes encoding SPS enzymes in each
plant species; the promoter regions of different sps genes confer expression that
differ totally or partially among the tissues and organs of plants; these aspects have
been addressed in some species by the quantification of the transcripts of each sps
gene by gPCR: among the seven sps maize genes, ZmSPS1F and ZmSPS2F show
their highest expression in the leaves (34 and 29%, respectively), another (ZmSPS6)
shows expression only in the inflorescence, while the other five genes show
expression distributed among different organs (Lutfylla et al., 2007). In rice, among
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the five sps genes, OsSPS1 shows greater expression, especially in the leaves,
while OsSPS11 demonstrates marked expression in the roots (Okamura et al.,
2011).In A. thaliana, a very general pattern of expression conferred by the promoter
regions of the sps genes has been reported in transgenic plants: AtSPS2F is
expressed only in the roots, whereas the other three genes (AtSPS1F, AtSPS3F and
AtSPS3F) are expressed in leaves, stems and flowers (Volkert et al., 2014).

Genes encoding SPS enzymes can be regulated at the transcriptional level
during the development of plants: for example, an increase occurs in the sps
transcripts during the maturation of spinach leaves (Klein et al., 1993), and during
maturation of fruits in mandarin (Komatsu et al., 1996), banana (Oliveira et al., 1997)
and Kiwi (Langenkamper et al., 1998); additionally, there is increased transcription
in OsSPS1 in the maturation of rice leaves and in the seed scutellum during
germination (Chavez-Barcenas et al., 2000; Martinez-Truijillo et al., 2004).

Osmotic stress may also transcriptionally regulate the expression of the sps
genes: in maize, by quantifying transcripts, it was determined that ZmSPS3F is
induced by water stress, ZmSPS1F and ZmSPS4F are repressed, while the other
four genes do not have a significant change in expression (Lutfylla et al., 2007). In
Craterostigma plantagineum Hochst, a plant with tolerance to severe desiccation,
there is an increase in sps transcripts during the dehydration of plants (Ingram et al.,
1997). Besides, in some sps genes, light has an effect on transcriptional regulation:
in rice leaves, there is an increase in the transcription of OsSPS1 in the presence of
light (Chavez-Barcenas et al., 2000); by quantifying the transcripts, Yonekura et al.
(2013) determined that, in the process of circadian rhythm, there is a different pattern

in the transcriptional expression of the five sps genes of rice.

The complexity in the regulatory processes that lead to the synthesis of sucrose
make it necessary to delve deeper into certain aspects of these processes; thus, this
work contributes to the following: a) the generation of transformants containing the
promoter region of each sps gene fused to the uidA::gfp reporter genes, b) a detailed
characterization of the expression conferred by sps promoters in organs and tissues,
complementing the results previously reported, c) the determination of the sps
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transcription expression levels, and d) the analysis of the effect of osmotic stress on
the transcriptional expression levels of the four sps genes.

MATERIALS AND METHODS

Transgenic lines
Abi4::uidA (Soderman et al. 2000).
AtSPS1F::uidA-gfp (this work).

AtSPS2F::uidA-gfp (this work).
AtSPS3F::uidA-gfp (this work).
AtSPS4F::uidA-gfp (this work).

Arabidopsis thaliana genomic DNA extraction and amplification of the
promoter regions

The sequences of AtSPS1F (At5g20280), AtSPS2F (At5g11110), AtSPS3F
(At1g04920), and AtSPS4F (At4g10120) 5’ regulatory regions were obtained from
the TAIR database (http://www.arabidopsis.org/). The oligonucleotides were
designed with the Oligo Analyzer 3.0. Integrated DNA Technologies
(http://lwww.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) program.

The DNA of the wild-type A. thaliana ecotype Col-0 was isolated using the
DNAeasy Plant Mini Kit (QIAGEN), following the manufacturer's instructions. The
resulting DNA was used to amplify 1,500 bp of the AtSPS1F, AtSPS2F, AtSPS3F
and AtSPS4F promoter regions, wusing the oligonucleotides: SPS1F

5’GAGTTCTACATGAAGAAGATCCAGAAGAAGAAGZ, SPS1R
5CTGGTGGGACGATCAAAGATCGASZ'); SPS2F
5’AGCAGATGCATTTGTGGTAATCACATTZ, SPS2R
5TGGTGTTCGCTCTCCCGAACTS'), SPS3F
5ACCTATTTGCATCCGTGCTAGTTAGAGY’ SPS3R
STCTGAGTTTGTCCTCTGTTTCTCGAG3)), and SPS4F
5’'GAATCGTAGAAAGAGTCGAATGGTCACS, SPS4R

5CTCTCTGATTGTTGCACTGAAAACTCC3’). The Supermix High Fidelity® PCR kit
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(Invitrogen) was used following the manufacturer's instructions. The amplification
conditions were as follows: 94°C for 5 min, 30 cycles of 94°C for 1 min, 58°C for 30

sec, 68°C for 90 sec, followed by a final extension at 68°C for 10 min.

Construction of vectors to analyse the expression conferred by the AtSPS1F,
AtSPS2F, AtSPS3F, and AtSPS4F promoter regions

The 1,500-bp PCR fragment, corresponding to the AtSPS1F, AtSPS2F,
AtSPS3F, and AtSPS4F promoter, were cloned into the pDONR221® (Invitrogen)
vector; the recombination reaction was performed using the BP Clonase Enzyme
Mix Kit® (Invitrogen), forming the attL1 and attL2 recombination sites. The
sequences and orientation of the cloned fragments were verified by the method of
Sanger et al. (1977). The resultant vectors were recombined with the pKGWFS7
binary vector (Ghent University, Belgium) containing the attR1 and attR2
recombination sites; this vector harbours a translational fusion of the gfp and uidA
reporter genes, allowing both to be used to analyse the expression conferred by the
AtSPS1F, AtSPS2F, AtSPS3F and AtSPS4F promoter regions. Recombinations
were performed using the LR Clonase Il enzyme Mix® Kit (Invitrogen).

Agrobacterium tumefaciens and Arabidopsis thaliana genetic transformations

The recombined binary vectors were used to transform the Agrobacterium
tumefaciens strain pGV2260 (McBride and Summerfelt 1990) by electroporation at
1,800 V, using the Eppendorf electroporator 2510. Transformed colonies were
selected in LB medium (Luria) with carbenicillin (100 yg mi"), rifampicin (50 ug ml-
1), spectinomycin (100 ug mi") and streptomycin (300 pl mi-").

The A. tumefaciens strain pGV2260 containing the recombinant binary vector
was grown to an optical density of 0.6 (600 nm) and centrifuged for 5 min at 6,000
rpm; the pellet was resuspended in infiltration medium: 0.5x MS (Murashige and
Skoog, 1962), 5% sucrose (Bioxon) and 0.05% Silwett L-77. The bacterial
suspension was applied to 2- to 10-mm A. thaliana Col-0 inflorescences; the plants
were placed in the dark for 12 h and then transferred to light conditions. To collect
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the seeds, the plants were allowed to produce mature siliques. Plant selection was
made in 0.2x MS medium, pH 5.7, supplemented with 0.6% sucrose as a carbon

source and 1% plant agar (Phytotechnology Laboratories A111), with kanamycin (60
Hg mi).

Quantitation of the proline concentration in A. thaliana under osmotic stress
Proline was measured as described by Bates et al. (1973): 0.3 g of the frozen
plant material was homogenized in 3% aqueous sulphosalicylic acid (0.02 g ml"),
and the residue was removed by centrifugation at 12,000 g for 10 min. One ml of the
homogenized tissue reacted with 1 ml of acid-ninhydrin and 1 ml of glacial acetic
acid in a test tube for 1 h at 100°C, and the reaction was terminated in an ice bath.
The reaction mixture was extracted with 1 ml of toluene. The chromophore-
containing toluene was warmed to room temperature, and its optical density was
measured at 520 nm in a Thermo Spectromic model Genesis 10 UV. The amount of

proline was determined from a standard curve using D-Proline in the range of 5- 60

ug mi-.

Expression analysis by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) in transformed
A. thaliana lines under osmotic stress

Total RNA from Col-0 and transformed A. thaliana lines were isolated using
Trizol® (Invitrogen). cDNA synthesis was performed using reverse transcriptase H
(Thermo Fisher Scientific) and oligo dT. The following oligonucleotides were
designed to amplify a 161 bp AtSPS1F (At5g2BF,
5AGCAAGTTGGTGTTGGGAAGYT’, At5g2BR 5TTGTCTCAAAAGCTGCTCCA3J);
245 bp AtSPS2F (At5g1AF, 5TGTTTCAACCTTGGCACAAAZ, At5g1AR
5GTGGTTTCAACCCTCCTGAAZ); 215 bp AtSPS3F (At1gBF,
5TGGATCCACACGATCAAGAA3Z’, At1gBR 5’ ATCGTCTTGAGCAGCCACTT3);
and 181 bp AtSPS4F (At4gAF, 5GGAGCGTTAAATGTGCCAAT3’; At4gAR,
5GTGTGCTTGTCACCACCATC3’). A 226-bp fragment of actin was used as the
internal reference, using the oligonucleotides FACTINA,
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5'TGCCAATCTACGAGGGTTTCZ, and RACTINA
S'TTCCGATGGAAGAGCTGGT3'.

Growth conditions of different A. thaliana lines

The seeds of the different A. thaliana lines were surface disinfected by washing
with 96% ethanol (v/v in water) for 7 min and then with 20% sodium hypochlorite (v/v
in water) for another 7 min. Subsequently, the seeds were rinsed five times with
sterile deionized water, resuspended in 1 ml and were placed at 4°C in the dark for
48 h to promote and synchronize germination. Disinfected seeds were placed in Petri
dishes containing 0.2X MS medium, pH 7.0, for plant growth, supplemented with
0.6% sucrose and 1% plant agar. For the selection of genetically transformed plants,
kanamycin (60 ug ml'') was added to the medium. Ten days after germination, the
plants were transferred to pots with a substrate composed of peat moss, perlite, and
vermiculite at a 3:1:1 ratio at field capacity water. Both Petri dishes and pots were
incubated in growth chambers (Percival Scientific AR-95L), under the following
conditions: 24°C, 100 ymol m?s™" light intensity, 80% relative humidity, and a 16-8 h
light-dark photoperiod.

For the analysis by osmotic stress, the disinfected seeds were placed in Petri
dishes containing 0.2X MS medium, pH 7, for plant growth, supplemented with 0.6%
sucrose and 1% plant agar, and then mannitol (0, -0.3, and -0.6 Mpa) was added to
the medium. The Petri dishes were incubated for ten days in growth chambers
(Percival Scientific AR-95L), under the following conditions: 24°C, 100 ymol m?s™’
light intensity, 80% relative humidity, and a 16-8 h light-dark photoperiod.

Expression analysis of the uidA and gfp reporter genes

The transgenic plants with the uidA reporter gene (Jefferson et al. 1987) were
stained with 0.1% 5-bromo-4-cloro-3-indolil D-glucuronide (x-gluc) in phosphate
buffer (NaH2PO4 and Na2HPO4, 0.1 M, pH 7), with 4 mM potassium ferrocyanide and
potassium ferricyanide for 12 h at 37°C. A blue compound was generated for
conversion of the x-gluc substrate by the activity of the beta-glucuronidase enzyme
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encoded by uidA. The plants were clarified and fixed according to Malamy and
Benfey (1997).

The expression of the gfp reporter gene was determined by detecting the green
fluorescence emitted by the GFP protein (Haseloff and Amos 1995). To analyse the
expression pattern, the seedlings were supplied with propidium iodide (1 pug ml"),
which emits red fluorescence. The detection of GFP and propidium iodide
fluorescence was performed using an Olympus Fluo-View FV1000-PME
microscope. To generate the fluorescence of the GFP protein and propidium iodide,
excitation wavelengths of 488 nm and 493 nm were used, respectively. Photographs

were captured at 509 nm and 535 nm wavelengths, respectively.

RESULTS

Although the general pattern of expression of the four A. thaliana sps genes
has been reported, in this work, a detailed characterization of the transcriptional
expression of the sps genes was performed using the generated transgenic lines
AtSPS1F::uidA-gfp, AtSPS2F::uidA-gfp, AtSPS3F::uidA-gfp and AtSPSA4F::uidA-
gfp. Some steps of the genetic constructs are shown in Fig. 6.2.1, and the selection
of transformed plants is shown in Fig. 6.2.2
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Figure 6.2.1. Steps in the construction of vectors with the promoter regions of the A. thaliana
sps genes fused to the uidA::gfp reporter genes. A. Amplification of DNA fragments with the 5'
regulatory regions of A. thaliana sps genes; lanes: 1 = AtSPS1F, 2 = AtSPS2F, 3 = AtSPS3F, 4 =
AtSPS4F. B. Escherichia coli DH5a colonies transformed with the pDON221® plasmid with the 5
AtSPS1F regulatory region, selected in kanamycin; transformation results with vectors carrying the
other sps genes were similar. C. Colonies of Agrobacterium tumefaciens pGV2260 colonies
transformed with pKGWF7 carrying the 5° AtSPS1F regulatory region, selected in rifampin,
streptomycin spectinomycin and carbenicillin. It was proceeded as described in the Materials and
Methods section for each step.
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Figure 6.2.2. Steps in the A. thaliana transformation with the constructed sps vectors. A.
Application of Agrobacterium tumefaciens suspension to closed flowers. B. Selection in kanamycin
of TO transformed plants. C. Selection in kanamycin of transformed T1 transformed plants. It was
proceeded as described in the Materials and Methods section for each step

For each sps gene, the expression conferred in tissues and organs was
evaluated in 10 transformed lines. The expression found in vegetative organs by
analysing the histochemical changes produced by the enzyme encoded by the
reporter uidA gene is shown in: Fig. 6.2.3 overlaps in the expression in some organs
were observed but also important differences, mainly that AtSPS3F was expressed
in the roots, AtSPS4F was expressed in the apical stem, while AtSPS1F and
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AtSPS2F were expressed in the leaves and roots. By analysing the fluorescence
emitted by the GFP protein, the detected expression in the roots was delimited to
the stele and columella (Fig. 6.2.4). In plants grown for 3-4 weeks, the uidA
expression was analysed in flowers: the four sps genes were expressed in this
organ, and AtSPS4F was also expressed in developing embryos (Fig. 6.2.5). (Table
6.2.1).

AtSPS1F AtSPS2F AtSPS3F AtSPS4F

Cotyledonary leaf Complete plant

True leaf

Primary root tip

Figure 6.2.3. Expression conferred by the promoters of the sps genes in A. thaliana vegetative
structures. Homozygous seed lines transformed with each of the genetic constructs were germinated
and grown for 10 days. The plants were processed as described in the Materials and Methods section
to determine the colour derived from the uidA reporter gene expression. Photographs are
representative of 15 plants analysed.
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AtSPS1F AtSPS2F AtSPS3F AtSPS4F

Mature primary
root zone

Primary root tip

Figure 6.2.4. Expression conferred by the promoters of the sps genes from A. thaliana in stele
and columella roots. Homozygous seed lines transformed with each of the genetic constructs were
germinated and grown for 10 days. The plants were processed as described in the Materials and
Methods section to determine the fluorescence emitted by GFP. Photographs are representative of
15 plants analysed.
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Figure 6.2.5. Expression conferred by the promoters of the sps genes in A. thaliana flowers.
Homozygous seed lines transformed with each of the genetic constructs were germinated and grown
in soil for 3-4 weeks. The collected flowers were processed as described in the Materials and Methods
section to determine the colour derived from the uidA reporter gene expression. Photographs are
representative of 15 plants analysed.
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Table 6.2.1. Comparison of organ and tissue-specific expression patterns of the sps
genes in A. thaliana, between the reported by Volkert et al. (2014) and this work.

Genes

Expression reported

Volkert et al. (2014)

This work

AtSPS1F (AtSPSA1)

Cotiledonary leaves
Mature leaves
Stem

Petals

Anthers*

Cotiledonary leaves
Mature leaves
Stem

Root stele**
Columella**

Sepals

Petals

AtSPS2F (AtSPSA?2)

Roots

Cotiledonary leaves™*
Mature leaves**
Root stele
Columella**

Sepals**

Petals**

Cotiledonary leaves*

Root stele**

AtSPS3F (AtSPSB) Stem* Columella**
Anthers* Sepals**
Petals**
Cotiledonary leaves* Apical stem
AtSPS4F (AtSPSC) Mature leaves® Sepals
Stem Petals
Petals Developing embryos**
Anthers*

Expression reported by Volkert et al. (2014) not reported in this work (*).
Expression reported in this work, not reported by Volkert et al. (2014) (**).

The transcript levels produced by each of the sps genes were determined in A.

thaliana Col-0 plants grown under in vitro conditions. As a result, although AtSPS2F
had a higher expression level than the other 3 sps genes, the increasment was
approximately 25% (Figure 6.2.6).
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Figure 6.2.6. Transcripts levels of the A. thaliana sps genes. A. thaliana Col-0 seeds were
germinated, and plants were grown in MS medium for 10 days. Total RNA was extracted, and the
transcript levels were determined by gPCR as described in the Materials and Methods section. The
levels of sps transcripts were standardized with the level of actin transcripts. The confidence interval

for o = 0.05 is indicated. Different letters indicate significant differences with the Tukey test (P < 0.05,
n = 3).

To determine the effect of the osmotic stress on the accumulation of the
osmoprotector proline and on the root growth, Col-0 and the four transgenic SPS
lines were grown in the media with mannitol, finding that proline was duplicated and
triplicated in plants grown in media with osmotic potential -0.3 and -0.6 MPa,
respectively; conversely, the primary root growth was inhibited (Fig. 6.2.7). Analysing
the transcript levels by gPCR in the Col-0 line, it was shown that osmotic stress acts
differentially on the induction of sps expression genes, showing that AtSPS2F
expression is increased more than four times its expression (Fig. 6.2.8); the analysis

in the four SPS transgenic lines was similar.
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Figure 6.2.7. Effect of osmotic stress on the root growth and proline levels in A. thaliana. A.
thaliana Col-0 seeds were germinated and grown for 15 days in the different MS media without (0
MPa) and with mannitol (-0.3 Mpa, -0.6 Mpa). The primary root growth was measured, and the amount
of proline was quantified as described in the Materials and Methods section. The confidence interval
for a = 0.05 is indicated. Different letters indicate significant differences with the Tukey test (P < 0.05,
n = 3).
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Figure 6.2.8. Effect of osmotic stress on the transcript levels of the sps genes in A. thaliana.
A. thaliana Col-0 seeds were germinated, and plants were grown for 15 days in different MS media
without mannitol (0 MPa) and mannitol (-0.3 Mpa, -0.6 Mpa). Total RNA was extracted, and the
transcript levels were determined by gPCR as described in the Materials and Methods section. The
transcript levels of each sps gene of plants grown in mannitol were standardized with the respective
sps transcript levels of plants grown in media without mannitol; additionally, all of the transcripts were
standardized to the level of actin gene transcripts. The confidence interval for o = 0.05 is indicated.
Different letters indicate significant differences with the Tukey test (P < 0.05, n = 3).

To determine whether the system established for osmotic stress in this work

could induce the expression in the abscisic acid response marker abi4::uidA, A.

thaliana plants harbouring this marker were grown in these media for further analysis

of its histochemical expression, finding no remarkable differences (Fig. 6.2.9).
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Figure 6.2.9. Effect of osmotic stress on the expression of the abi4::uidA genetic marker in A.
thaliana plants. Seeds of the A. thaliana abi4::uidA line were germinated and grown for 72 hours in
MS media without mannitol (0 MPa) and mannitol (-0.3 Mpa, -0.6 Mpa). Plants were processed as

described in the Materials and Methods section to determine the colour derived from the expression
of the uidA reporter gene.
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DISCUSSION

The regulation of sucrose synthesis involves different steps from transcription
to allosteric regulation (Huber and Huber, 1996); thus, it is necessary to understand
this process in greater detail. In this paper, the expression conferred by the
promoters of the four A. thaliana sps genes in different tissues and organs was
analysed: the use of two genetic markers (uidA and gfp) allowed us to detail the
expressions, complementing those results reported previously. Moreover, it was
determined that these genes respond differently to osmotic stress via transcriptional

expression.

In the evolutionary process, one of the major sources that generates diversity
is gene duplication, which, via molecular mutations, can change the sequence of the
coding and regulatory regions forming families of genes that differ both in intensity,
time and place of transcription as in the activity or function of the encoded protein
(Panchy et al., 2016). The transcriptional expression conferred by the promoters of
the A. thaliana sps genes in vegetative structures found in this work shows some
differences with that reported by Volkert et al. (2014)(Table 1); instead of indicating
contradictions, our results complement those previously reported. Some factors may
explain the variation in the results: i) the use of the gfp marker in the roots allowed
delimiting accurately the expression in the stele and columella, ii) in the plant
transformation, the insertion of T-DNA in the genome is random, which influences
the gene expression in the obtained lines (Feng and Mundy, 2006) and as a
consequence the intensity of expression conferred by a promoter can be altered
(Schneeberger et al., 2005), making expression weak in some cases and preventing
the visualization of the activity of the protein encoded by reporter genes in some

tissues, iii) some variation in the techniques used in each laboratory.

The found overlapping in the transcriptional expression in the organs and
tissues of the four A. thaliana sps genes, is according with studies of inactivation of
these genes: when only one sps gene is inactivated it does not affect notably the
growth and reproduction of Arabidopsis plants; only when there are double mutants
(AtSPS1F and AtSPS4F genes), the rosettes, flowers and siliques are smaller than
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those of the wild-type plants, and the inactivation of one more gene (AtSPS3F) is
required for plants to be sterile (Volkert et al., 2014; Bahaji et al., 2015). Consistently,
the AtSPS2F gene that showed the higher level of transcriptional expression in this
work, does not affect notably the growth and reproduction when it is inactivated
(Volkert et al., 2014). Therefore, although the tissue transcription of the sps genes
has diverged to theoretically fine tune their function, the transcription overlapping
may contribute for the plants to growth and reproduce without notable deficiencies

when one sps gene is inactivated.

The expression in the leaves of A. thaliana sps genes, AtSPS1F and AtSPS2F,
is @ common pattern in other species: in maize, only one of its seven sps genes has
no expression in this organ (Lutfylla et al., 2007); in rice, the major sps gene
(OsSPS1) is expressed in the leaves (Chavez-Barcenas et al., 2000); the above is
coincident with the availability of precursors for sucrose synthesis, mainly trioses
derived of photosynthesis in the leaf cells (Ruan, 2004; Jiang et al., 2015). On the
other hand, the expression observed in the roots of three A. thaliana sps genes and
five maize sps genes (Lutfylla et al., 2007) suggests that sucrose synthesis is
required in this organ, and although this sugar is transported to the root through the
phloem, it has been suggested that in sink organs a cycle of breaking the
disaccharide into glucose and fructose and re-synthesis should form sucrose to
establish an appropriate balance in the distribution of carbohydrates entering cells
and to be transported to other cells (Stitt and Sonnewald, 1995). One of these cycles
of the breaking and resynthesis of sucrose has been demonstrated in developing
maize kernels (Cheng and Chourey, 1999); therefore, we propose that, in A.
thaliana, the synthesis of sucrose occurs in the stele region (where the sps
expression was found), allowing the partitioning of carbohydrates to the local cells

and transport of sucrose to the cortex cells.

The expression of the AtSPS1F, AtSPS2F and AtSPS3F A. thaliana sps genes
in the columella is interesting, because it is the site of gravity perception by the roots:
in these cells, it has been shown that amyloplasts function as statoliths when they
sediment and activate potential receptors in the endoplasmic reticulum or plasmatic
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membrane, leading to a response of asymmetric growth in the root, involving the
auxin hormone (Mendocilla et al., 2015). Starch accumulation in amyloplasts
contributes to its greater density and ability to sediment; thus, the synthesis of this
polysaccharide is essential for these organelles to function as statoliths, a
phenomenon demonstrated using mutants that synthesize less starch or lack this
polysaccharide in the amyloplasts, leading to a weaker response to gravity
(MacCleery and Kiss, 1999). The expression of A. thaliana sps genes in columella
suggests the sucrose synthesis in these tissue, and considering that this sugar
induces the transcriptional expression of genes encoding ADP-glucose
pyrophosphorylase (AGPase) the first committed enzyme in the starch synthesis in
A. thaliana (Sokolov et al., 1998), and also induces the in vivo starch synthesis
(Tiessen et al., 2002), we hypothesize that the sucrose synthesis in the columella
stimulate the starch synthesis in this tissue.

Transcriptional expression in sepals and petals was shown in the four A.
thaliana sps genes; besides, in AtSPS4F the expression additionally occurred in the
developing embryos; similarly, differences in the expression of the sps genes in
reproductive structures have been found in other species, highlighting that ZmSPS7
and TaSPS2F are expressed in embryos in maize and wheat, respectively (Lutfylla
et al., 2007; Sharma et al., 2010). This suggests that in each species, one of the sps
genes has been selected for its majority expression in embryos.

The osmotic stress established in our in vitro system allowed us to determine
that the A. thaliana sps genes respond differentially to this factor: the transcriptional
expression of AtSPS2F was increased more than four times, the expression of
AtSPS4F was duplicated, and the AtSPS1F and AtSPS3F expression was not
modified; similarly, of the seven sps maize genes, the transcriptional expression of
ZmSPS3F was significantly induced in hydric stress conditions (Lutfylla et al., 2007).
At the enzymatic level, considering a conserved amino acid sequence of spinach
and maize, it has been predicted that in A. thaliana, the AtSPS1F, AtSPS2F and
AtSPS4F enzymes are regulated by hydric stress, but not AtSPS3F (Lutfylla et al.,
2007); thus, there is coincidence in the regulation by osmotic or hydric stress of the
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AtSPS2F and AtSPS4F genes and their corresponding encoded enzymes, but not
for the AtSPS1F gene and its encoded enzyme. Similarly, in maize there is no
complete correlation of gene transcriptional regulation by hydric stress, and the
presence of potential regulatory sequences in the SPS enzymes (Lutfylla et al.,
2007). The Arabidopsis and maize data suggests that in the sps genes, the evolution
of the promoter and coding regions are not necessarily co-related to determine that
the regulation by osmotic or hydric stress be equal at the transcriptional and

enzymatic levels.

The increased synthesis of sucrose under different abiotic stress conditions
that lead to osmotic stress suggests that this sugar and others participate as
osmoprotectants in angiosperms (Drennan et al., 1993; Ingram et al., 1997; Strand
et al., 1999) and in reducing reactive oxygen species (Keunen et al., 2013). In the A.
thaliana line abi4::uidA, with a sensible genetic marker for the response to abscisic
acid, the reporter gene expression was not induced; therefore, it is suggested that
the transcriptional induction of the sps Arabidopsis genes is not necessarily
dependent on this hormone, and instead it is a primary response to osmotic stress.

Taken together, our results showed a detailed expression of the A. thaliana sps
genes in organs and tissues and complemented the previous reported results by
other research group, and demonstrated a differential transcriptional expression of

these genes in response to osmotic stress.
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RESUMEN DE RESULTADOS

a)

b)

El gen AtSpen2 tiene un promotor funcional que confiere expresion
especifica en los érganos de la planta a nivel de tejido vascular.

El gen Atspen2 presenta diferencias importantes a la expresion conferida por
su gen paralogo FPA de A. thaliana.

Los genes sps de A. thaliana, AtSPS1F, AtSPS2F, AtSPS3F y AtSPSA4F,
presentan diferente expresion en érganos y tejidos

Existe expresion en las hojas cotiledonares y verdaderas en AtSPSI1F y
AtSPS2F asi como en el tejido vascular. En la raiz, la expresion se encontro
en el cilindro central y el periciclo, asi como en las células de la columnela
para AtSPS1F, AtSPS2F y AtSPS3F. La expresion del gen AtSPS4F es a

nivel de embriones en desarrollo

La expresion transcripcional en AtSPS2F aument6é mas de 4 veces bajo
estrés osmotico, la de AtSPS4F se duplica, mientras que la expresion de
AtSPS1F y AtSPS3F no se modificada de manera significativa.
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A partir de la secuenciacion del genoma de Arabidopsis thaliana (The
Arabidopsis Initiative 2000) ha sido posible identificar numerosos genes putativos
cuya funcion sigue siendo un enigma en ausencia de datos experimentales vy
analisis bioinformaticos sistematicos. A. thaliana es la planta mejor conocida, sin
embargo, Rhee y Mutwil (2014) reportan que se desconoce la funcién del 6% de sus
genes. Entre los genes de funcion desconocida se encuentra At4g12640, el cual
codifica para una proteina Split end (Spen); este tipo de proteinas presentan al
menos un dominio que permite la union a ARN (RRM) y otro dominio que permite
establecer una interaccién con otras proteinas (SPOC), por lo que en general, estas
proteinas participan en procesos de regulacion genética.

Mediante experimentos de interaccion in vivo utilizando el sistema de tres
hibridos en levadura, Toledo-Jacobo et al. (2009), determinaron que la proteina
codificada por el gen At4g12640 interactua de manera especifica con una region 5’
lider del ARN del gen spsl de arroz que codifica para una enzima sacarosa fosfato
sintasa, que permite la sintesis de sacarosa. Para entender el significado biologico
de esta interaccién, se decidio partir con un analisis bioinformatico y una posterior
caracterizacion de la expresion especifica en tejidos y 6rganos del gen At4g12640
(nombrado AtSpen2 en éste trabajo) y de los genes que codifican enzimas sacarosa
fosfato sintasas (SPS), en A. thaliana.

Con los resultados obtenidos se demostré que la region promotora de AtSpen2
es funcional y confiere expresion especifica en 6rganos y tejidos; la comparacion de
la similitud del dominio SPOC de esta proteina con el dominio homologo de otras
proteinas Spen de plantas permitio inferir su filogenia. EI hecho de que en la
filogenia derivada de la comparacién del dominio SPOC, AtSPEN2 se agrupe mas
estrechamente con proteina OsRRM de arroz que con la proteina FPA de
Arabidopsis, y que ésta ultima sea mas similar a la proteina OsRRMh de la misma
monocotiledonea, indica que los genes AtSpen2 y FPA, que codifican estas
proteinas en A. thaliana son paralogos, y probablemente la funcion de AtSpen2 es
diferente a la de FPA, ya que este ultimo esta involucrada en el control del tiempo
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de floracion por la via autonoma (Schomburg et al. 2001). Los resultados mostraron
que la expresion conferida por el promotor de AtSpen2 fusionado a los genes
reporteros uidA::gfp estuvo asociada al tejido vascular en diferentes érganos: raiz,
hoja cotiledonar y hoja verdadera, tallo floral y gineceo; ademas, se encontrd
expresion en los ovulos y embriones en desarrollo en la fase globular. El patréon de
expresion observado sugiere que la funcidn del gen AtSpen2 esta asociada al tejido
vascular, ya sea en procesos de transporte y/o en la formacién de éste, a partir de
células que dan origen al xilema y/o floema. El hecho de que la expresion de
AtSpen2 apareciera en los 6vulos y embriones en desarrollo, sugiere que este gen
tiene una funcion en esta etapa, que para desvelarla requiere estudios adicionales,
ya que se ha reportado que la embriogénesis es compleja e implica la adquisicion
de identidades celulares y patrones de desarrollo (Capron et al. 2009). En el analisis
del crecimiento, desarrollo y tiempo de floracion de lineas knock-out (KO), y sobre-
expresoras (OE) del gen AtSpen2 no se encontraron diferencias fenotipicas
significativas con respecto a la linea silvestre Col-0, y aunque se ha reportado que
la redundancia en la funcién de los genes puede ser la causa de la ausencia de un
fenotipo al mutar un gen (Bouche y Bouchez 2001), en el caso particular de AtSpen2
esto es poco probable por lo siguiente: a) su unico gen paralogo FPA tiene una
funcién clara al participar en el control del tiempo de floracién (letswaart et al. 2012),
descartada para AtSpen2, b) FPA tiene un dominio SPOC con poca similitud al
mismo dominio de la proteina AtSpen2 y c) la expresion conferida por las regiones
promotoras de AtSpen2 y FPA en los organos de la planta presentan varias
diferencias. Por lo anterior, se propone que la ausencia de diferencias fenotipicas
notables en nuestras lineas KO y OE se debe a alguna de las siguientes situaciones:
a) que AtSpen2 no es un gen maestro en algun proceso del desarrollo, sino que en
caso de participar lo hace de manera accesoria y b) su participacion sea condicional

y depende de ciertas condiciones enddégenas o ambientales.

Por otro lado, la regulacion de la sintesis de sacarosa se presenta en diferentes
niveles, desde la transcripcion hasta la regulacién alostérica (Huber y Huber 1996),
por lo que es necesario entender este proceso en mayor detalle. En este trabajo se
analizé la expresion conferida por los promotores de los 4 genes sps de A. thaliana
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en diferentes dérganos y tejidos: se encontraron diferencias significativas con
respecto a lo reportado previamente; ademas, se determiné que estos genes

responden diferentemente al estrés osmatico a nivel de la expresidn transcripcional.

La expresion transcripcional conferida por los promotores de los genes sps de
A. thaliana en estructuras vegetativas encontrada en este trabajo mostré diferencias
con la reportada por Volkert et al. (2014) para AtSPS1F, AtSPS4F y AtSPS3F, ellos
reportan expresion solamente en las hojas y para AtSPS2F solo en las raices; en
cambio, en este trabajo se encontrd que la expresion conferida por los promotores
de AtSPS1F, AtSPS2F se presentd en las hojas, asi como en la estela y la
columnela de la raiz, AtSPS3F confiri6 expresion en la estela de la raiz y la
columnela, y AtSPS4F se expreso en el apice del tallo. Las diferencias entre nuestro
trabajo y el reportado previamente pueden deberse en parte a que en la
transformacion genética de plantas, la insercion del ADN de transferencia en el
genoma es aleatoria (Feng y Mundy 2006) y la intensidad de la expresion conferida
por un promotor se puede alterar (Schneeberger et al. 2005), debilitando Ila
expresion en algunos casos y evitando la visualizacion de la actividad de la proteina
codificada por el gen reportero en algunos tejidos. La expresion transcripcional en
las estructuras reproductivas se presento en los 4 genes sps de A. thaliana, sin
embargo, en 3 genes se presentd en los pétalos y estigma del gineceo, mientras
que en AtSPS4F, la expresion ocurrié también en los embriones en desarrollo, lo
que sugiere una funcion de este gen durante alguna etapa del desarrollo
embrionario, posiblemente mediante el aporte de sacarosa. En nuestro trabajo, el
gen AtSPS2F mostrd un nivel mas alto de expresion transcripcional que los otros 3
genes sps; sin embargo, en la inactivacion de los genes sps, AtSPS2F es el gen
cuya inactivacion afecta menos al crecimiento y a la reproduccion (Volkert et al.
2014); con lo anterior, y aunado a que la inactivacion del gen AtSPS2F no cambia
significativamente la actividad enzimatica de SPS en general, mientras que la
inactivacion de cada uno de los otros tres genes sps disminuye alrededor de un
tercio la actividad de las enzimas SPS (Bahaji et al. 2025), sugiere que finalmente

es la actividad de las enzimas SPS lo mas importante; esta paradoja puede estar
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relacionada a que AtSPS2F es la unica enzima que esta regulada alostéricamente
por G-6P y Pi (Volkert et al. 2014).

El reporte de que hay un aumento en la sintesis de sacarosa bajo diferentes
condiciones de estrés abiotico que causan estrés osmaotico, sugiere que este azucar
y otros participan como osmoprotectores en las angiospermas (Drennan et al. 1993;
Ingram et al. 1997; Strand et al. 1999), lo que concuerda con los resultados
obtenidos en nuestro sistema de estrés osmoético in vitro, que permitio determinar
que los genes sps de A. thaliana responden diferencialmente a este factor: la
expresion de AtSPS2F aumenta mas de 4 veces, la expresion de AtSPS4F se
duplica, mientras que la expresiéon de AtSPS1F y AtSPS3F no se altera; este
comportamiento, del efecto del estrés osmotico en la expresion transcripcional, no
esta necesariamente correlacionado con la presencia de sitios de regulacion por
estrés hidrico en las enzimas SPS (Lutfylla 2007) porque la secuencia de aa se
reporta para AtSPS1F, pero el gen que codifica para la enzima no se indujo
transcripcionalmente en nuestro sistema de estrés osmético; de manera similar, en
el maiz, no existe una correlacion completa entre la regulacion génica a nivel
transcripcional por estrés hidrico y la presencia de secuencias reguladoras
potenciales para este factor en las enzimas SPS (Lutfylla et al. 2007). Lo anterior
sugiere que en los genes sps, la evolucidn del promotor y de las regiones
codificadoras no estan necesariamente correlacionadas para determinar que la
regulacion por factores ambientales sea igual en los niveles transcripcional y post-
transcripcional, y se sugiere que AtSPS2F es el gen que mas contribuye a nivel de
la transcripcién en la via de la sintesis de la sacarosa en respuesta al estrés
osmotico. En la linea abi4:: uidA de A. thaliana, que contiene un marcador genético
para la respuesta al acido absicico, no hubo induccién de la expresion del gen
reportero por efecto del estrés osmotico, por lo que se sugiere que la induccidn
transcripcional de los genes AtSPS1F y AtSPS4F no depende necesariamente de

esta hormona, sino que es una respuesta primaria al estrés osmotico.

La interaccién reportada entre el ARNm de la region lider de un gen sps de
arroz y la proteina AtSPEN2, motivo el presente estudio, en el cual se realizaron las
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caracterizaciones anteriormente reportadas; de esta manera quedan sentadas las
bases para un estudio posterior que analice primeramente las interacciones de las
regiones lideres (no traducidas) de los ARNm codificados por cada uno de los genes
sps de A. thaliana con la proteina AtSPEN2 y dependiendo de los resultados,
orientar el trabajo hacia analisis mas especificos. Al momento sélo se podria resaltar
el hecho de que AtSpen2 tiene expresion en floema, que es el sitio donde es
transportada la sacarosa, producto de la actividad de las diferentes enzimas SPS
de A. thaliana, aunado a que ademas de la expresion de los genes sps en tejido

fotosintético, también tienen expresion en el floema de la hoja e incluso de la raiz.
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VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

a) La funcion de Atspen2 ha divergido significativamente de la de FPA, debido
posiblemente a la divergencia del dominio regulador SPOC, aunado al

diferente patron de expresion transcripcional de ambos genes en A. thaliana.

b) La expresidn conferida por los promotores de los genes sps de A. thaliana
presentan traslapes y divergencias a nivel de tejidos y organos, lo que
posiblemente permite que estos genes contribuyan conjuntamente en la
sintesis de enzimas SPS en algunos sitios y desempenfar su actividad de
manera individual en otros sitios, modulando mas finamente la sintesis de

sacarosa.

c) Existen diferencias en la expresion transcripcional de los genes sps de A.
thaliana por efecto del estrés osmético lo que posiblemente contribuya en la
adaptacion al agobio hidrico.
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La sacarosa=
el dulice de las plantas

Maria Gloria Solis Guzman

asacarosa, azucar comun o azucar de mesa,

es uno de los edulcorantes naturales mas

utilizados en nuestros alimentos, en nues-
tro paladar lo reconocemos como “dulce”. Per-
tenece, junto a la glucosa, la fructosa, la lactosa,
la maltosa y la galactosa, a los carbohidratos o
sacaridos denominados “nutritivos”, porque son
la principal fuente de energia para nuestro orga-
nismo. La glucosa, la fructosa y la galactosa, son
monosacaridos o azUcares simples; la lactosa,
maltosa y sacarosa son disacaridos, formados
por la condensacion (unién) de dos azUcares mo-
nosacaridos iguales o distintos. La sacarosa esta
constituida por glucosa y fructosa.

ARno 6 /Enero - Febrero / No. 31

¢La sacarosa, se obtiene solo de las plantas?

iSit

La sacarosa la podemos encontrar en ho-
jas, tallos, raicesy frutos de muchas plantas, pero
solamente se obtiene para su uso, mayormente
de la cana de azucar (Saccharum officinarum) y
de la remolacha azucarera (Beta vulgaris). Pero
también del arce azucarero (Acer saccharum),
un arbol muy abundante en Canada, de algunas
palmeras (Arenga pinnata y Caryota urens) y del
sorgo azucarero (Sorghum bicolor). De manera
natural también podemos encontrarla en la miel
de abeja en mezcla con la glucosa y la fructosa.

La sacarosa ocupa una posicion central en
el metabolismo de todas las plantas, es produ-
cida o sintetizada como principal producto de la
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Sacarosa y su formula quimica

fotosintesis en la mayoria de éstas. La fotosin-
tesis es el proceso mediante el cual se captura
la energia de la luz y se utiliza para impulsar la
sintesis de los azucares a partir de dioxido de
carbono (CO2) y agua, produciéndose, ademas,
el oxigeno que respiramos.

Entonces, para la sintesis de los
azucares en las plantas se requiere de
los cloroplastos, organulos presentes
mayormente en las células de las hojas
y algunos tallos, en los que se encuen-
trala clorofilay lugar donde se realiza la
fotosintesis. Aunque es un proceso muy
complejo, puede resumirse en que, por
medio de este, el CO2 (materia inorga-
nica) se transforma en azucar (materia
organica) en la denominada Fase Os-
cura por no ser dependiente de la luz,
empleando la energia bioquimica de la
molécula energética celular, el ATP (tri-
fosfato de adenosina). Esta molécula es
obtenida por medio de la energia solar
a través de los pigmentos fotosintéti-
cos (entre ellos, la clorofila) y la cadena
transportadora de electrones de los tila-
coides, denominada Fase Luminosa por
depender de la luz. Los tilacoides son
sacos membranosos de los cloroplastos
que al apilarse forman los grana, que
contienen sustancias como los pigmen-
tos fotosintéticos (clorofila, carotenoi-
desy xantofilas, ente otros).

Del Ciclo de Calvin (denominado
en honor de su descubridor Melvin Cal-

Energia luminica

Dioxido de carbono (02)

vin, galardonado con el Premio Nobel de Quimi-
ca en 1961), a partir de seis moléculas de CO2 se
producen dos moléculas de gliceraldehido-3-fos-
fato (GAP), las que son transportadas al citosol
para la sintesis de la sacarosa. A partir de estas
moléculas también se sintetizan el almidon, la
celulosa y otros compuestos organicos.

“El proceso completo desde la captura de
la energia luminosa hasta la produccion de azu-
car, termina en el citosol de las células fotosinté-
ticas”

¢Como es la sintesis de la sacarosa?

Estas moléculas GAP, son triosas (signi-
fican un azucar de tres carbonos) con grupos
fosfato (triosas-P) y son las precursoras de for-
mar, primeramente, glucosa y a partir de esta la
fructosa, los monosacaridos que conforman a la
sacarosa, mediante el metabolismo basico de las
células como la glucdlisis o la via de las pentosas.

Oxigeno (02)




ARno 6 /Enero - Febrero / No. 31

Fase luminosa y fase oscura de la fotosintesis

Es esta parte del metabolismo de los azuU-
cares en plantas, que lo hace Unico en la natura-
leza, ya que solo estos organismos son capaces
de sintetizar la sacarosa por la accion de enzimas
(importantes proteinas cuya funcion es acelerar
la velocidad de las reacciones quimicas que se
producen en los organismos) como la Sacaro-
sa Fosfato Sintasa (SPS), la Fosfatasa Sacarosa

CLOROPLASTO

ADP-Glucosa

Fructosa 6-fosfato

| ALMIDON |

Fructosa 1,6-difosfato

Sistema de transporte

"
Pi.

Fosfato (SPP) y la Sacarosa Sintetasa (SSS), de-
pendiendo de las moléculas sustrato, que ge-
neralmente son glucosa y fructosa fosforiladas
(Fructosa-6-Fosfato, UDP-Glucosa y Sacaro-
sa-Fosfato).

Transporte y almacén de sacarosa

Una vez formada la sacarosa, esta es
transportada de los tejidos foto-
sintéticos por el tejido conductor
de las plantas (el floema) hacia las
diferentes partes de la planta, ya
sea moviéndose entre las paredes
celulares (transporte apoplastico)
o alrededor del citoplasma de las
células (transporte simplastico). El
floema se compone de células vivas
que transportan una solucion acuo-
sa de azUcares, que comUnmente
llamamos savia. Este movimiento

Fructosa 1,6-difosfato It ’
ar esta modelado por la teoria de pre-
Sacarosa fosfat Pi croa .
° b Pi Y e sion ﬂUJO! una parte clle la cual ,dlce
we.gucosa que el fluido que contiene el azUcar,
- e se mueve a través de tubos cribo-
osa .7 .
PRt 1fosfato € 6-fosfato sos por la presion de fluido. Por este
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Transporte de azucar de las células fuente a las células
sumidero (Modificado de Curtis y Barnes, 1997).

medio, los nutrientes se pueden mover desde el
lugar de la fotosintesis (la fuente), al lugar don-
de se utiliza el azucar (el sumidero), ya sea hacia
arriba o hacia abajo del tallo de la planta.

Los drganos o tejidos no fotosintéticos de
las plantas como algunas partes de los tallos o ra-
mas, las raicesy las flores, necesitan a la sacarosa
como fuente de energia, ya que no pueden fabri-
carla. Ademas, los azUcares se pueden almace-
nar en las raices o en los tallos, tal es el caso de la
remolachay la cana de azucar, respectivamente.

La sacarosa y demas azucares producidos
en el Ciclo de Calvin por los organismos fotosin-
téticos, también llamados autodtrofos, son los
bloques moleculares que representan la energia
total en nuestro planeta, se produce a partir de
la fijacion del carbono del CO2 debido a la ener-

gia luminosa. Mediante el metabolismo celular
(glucolisis y respiracion celular), esta energia es
empleada para su propio desarrollo, crecimiento
y reproduccion.

Importancia del consumo y uso de la sacarosa

Una gran cantidad de materia vegetal ter-
mina siendo consumida por los heterdtrofos, los
organismos como nosotros que no podemos sin-
tetizar los bloques energéticos como la sacarosa
y que dependemos de los autdtrofos para ob-
tener materias primas y fuente de energia para
llevar a cabo el metabolismo primordial que nos
dalavida. De ahi la importancia de consumir ali-
mentos ricos en carbohidratos, sobre todo los
“nutritivos” como la sacarosa.




Una de las propiedades especificas de la
sacarosa como nutriente para el organismo hu-
mano es que presenta facil digestibilidad y no
genera productos toxicos durante su metabolis-
mo.

Se ha demostrado que el consumo de sa-
carosa, como fuente de glucosa, se ha asociado
con una mejora de la agilidad mental, la memo-
ria, el tiempo de reaccion, la atencion vy la ca-
pacidad para resolver problemas matematicos,
asi como con una reduccidn de la sensacion de
cansancio, tanto en individuos sanos como en
enfermos de Alzheimer. La adecuada nutricion
del cerebro mantiene la integridad estructural y
funcional de las neuronas. Se ha demostrado que
en las enfermedades mentales mayores, como la
esquizofrenia, depresion y demencia de Alzhei-
mer, hay deficiencias nutricionales a nivel celu-
lar. Aunque los estudios deben de profundizarse
en el conocimiento de los procesos implicados
en el deterioro de las funciones cognitivas y en
los mecanismos, la sacarosa potencialmente
puede modularlos a través de los componentes
nutritivos de la dieta.

La sacarosa es el edulcorante mas utilizado
en el mundo industrializado, aunque ha sido en
parte reemplazada en la preparacion industrial
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de alimentos por otros endulzantes tales como
jarabes de glucosa, fructosa o por combinacio-
nes de ingredientes funcionales y endulzantes
de alta intensidad como los esteviosidos.

La extensa utilizacion de la sacarosa se
debe a su poder endulzante y sus propiedades
funcionales como consistencia. Por tal motivo
es importante para la estructura de algunos ali-
mentos incluyendo panecillos y galletas, nieve y
sorbetes, ademas es auxiliar en la conservacion
de alimentos, siendo un aditivo comUnmente
utilizado en la preparacion de la denominada co-
mida “chatarra”.

Lo dulce de las plantas, la sacarosa, y su
sabor tan agradable, raramente se da en la na-
turaleza. Es por eso, que tendemos a consumir-
la de forma exagerada y debe ser limitada en la
dieta por razones de salud, ya que un consumo
descontroladamente alto produce una carga glu-
cémica elevada y esta relacionado con enferme-
dades, como la caries dental, obesidad y puede
contribuir a desarrollar el sindrome metabdlico.

Sin embargo, no hay ninguna duda de que
la sacarosa es una de las moléculas energéticas
por excelencia en la naturaleza.

Coordinacién de Investigacion Cientifica e

|U.M.S.N.H.
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Expresion conferida por tres versiones de la region
reguladora 5’ del gen AtSpen2 en plantas transformadas

de Arabidopsis thaliana (L)
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Resumen

El gen At4g12640 de Arabidopsis thaliana codifica para una proteina de
tipo Spen (Split ends), de funcién desconocida. Las proteinas de tipo Spen
tienen al menos un dominio RRM, (RNA recognition motif) N-terminal, que
permite la unién a ARN y otro dominio llamado SPOC (Spen paralog and
ortholog C-terminal), que permite establecer una interacciéon con otras
proteinas, por lo que en general, estas proteinas participan en procesos
de regulacion genética. El gen At4g12640 es nombrado AtSpen2 en
éste trabajo. La region reguladora 5’ del gen AtSpen2 fue analizada con
herramientas bioinformédticas. Ademas, se generaron tres construcciones
genéticas con 500, 1000 y 1500 bases de la region reguladora 5’ fusionadas

por separado al gen reportero uidA::GFP, usando la tecnologia Gateway®.

Se transformaron plantas de A. thaliana, obteniendo una eficiencia de entre
el 1y 1.2%. En las plantas transformadas de la generacion T3, se observé
una expresion similar en las tres versiones de la regiéon promotora 5’ del
gen AtSpen2 asociada al tejido vascular. Los resultados sugieren que no
existen elementos cis a 1000 y 1500 pb rio arriba del sitio de transcripcion
de AtSpen2 que intervengan de manera importante en la regulacion de la
expresion del gen ya que la versiéon de 500 pb permite la regulacion del gen
AtSpen2 asociada al tejido vasculary en células que dan lugar a este tejido.

Palabras Clave: gen AtSpen2, Arabidopsis thaliana, tejido vascular,
elementos cis.

Expression conferred by three versions of the 5 ‘regulatory
region of the AtSpen2 gene in transformed plants of
Arabidopsis thaliana (L)

Abstract

The At4912640 gene of Arabidopsis thaliana encodes for a Spen-like
protein (Split ends), of unknown function. Spen-type proteins have at
least one N-terminal RRM domain (RNA recognition motif), which allows
binding to RNA and another domain called SPOC (Spen paralog and
C-terminal ortholog), which allows an interaction with other proteins, so
that in general, these proteins participate in different genetic regulation
processes. The At4g12640 gene, herein is named AtSpen2.The 5’ region
of the AtSpen2 gene was analyzed using bioinformatic tools. In addition,
three genetic constructs were generated with 1500, 1000 and 500 bases
of AtSpen2 regulatory region, fused separately into the uidA::GFP reporter,
using Gateway® technology. A. thaliana plants were transformed, obtaining
a transformation efficiency between 1 and 1.2%. In the T3 generation
transformed plants, a similar expression associated with vascular tissue
was observed in all three versions of the 5’ promoter region. The results
suggest that there are no cis elements at 1000 and 1500 bp upstream of
the transcription site of AtSpen2 that could play an important role in the
regulation of the expression gene, since the 500 bp version allows the
regulation of AtSpen2 gene associated with vascular tissue and cells that
shape this tissue.

Key words: AtSpen2 gene, Arabidopsis thaliana, vascular tissue, cis
elements.

Introduccion

Las regiones reguladoras o promotoras de los genes que
codifican proteinas se encuentran corriente arriba de
la region codificante, y contienen multiples secuencias
conservadas, conocidas como elementos reguladores en
cis, que pueden ser generales y compartidos por numerosos
promotores o bien ser especificos de unos pocos genes; estos
elementos permiten la unién de factores de transcripcion
y finalmente el ensamblaje de la ARN polimerasa Il y el
inicio de la transcripcién (Kumari y Ware 2013). Utilizando
diferentes bases de datos, es posible determinar la presencia
de elementos cis potenciales en los promotores de los genes
en estudio y predecir de manera general si la transcripcion
es regulada por factores internos o externos especificos
(Herndndez-Garcia y Finer 2014). Los promotores se definen
de manera general como secuencias en el ADN que tienen la
capacidad de conferir la transcripciéon en un sistema in vivo
o in vitro. La organizacién de los promotores reconocidos

por la ARN polimerasa Il consisten de un promotor nucleo.
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Antes del promotor ntcleo, a pocas decenas de bases, se
encuentran secuencias que varian de acuerdo al promotor, y
a las cuales se unen proteinas activadoras para incrementar
la eficiencia de transcripcién (White 2001). Ademas de
los factores generales de transcripcion, la eficiencia de
iniciacion de transcripcion es grandemente influenciada
por factores de transcripcién especificos para ciertos
promotores, los cuales se unen a elementos de secuencia
cortos o elementos en cis, que activan o reprimen los genes
en una manera que es especifica del tejido, del estadio de
desarrollo o las condiciones ambientales (Mitsuda y Takagi
2009).

En Arabidopsis thaliana se ha caracterizado la funcion
de una proteina de tipo Spen, FPA, la cual participa en la
regulacién de la via auténoma de floracion (Schomburg et al.
2001). FPA junto con otra proteina, FCA, actian de manera
complementaria en la regulacién del gen represor de la
floracion, FLC, mediante la formacion de un RNA antisentido
del locus FLC, induciendo de esta manera el silenciamiento
de este gen (Hornyik et al. 2010).

Con la secuenciacién del genoma de A. thaliana (The
Arabidopsis Initiative 2000) ha sido posible identificar
numerosos genes putativos cuya funcion sigue siendo un
enigma en ausencia de datos experimentales y analisis
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bioinformaticos sistematicos. En el presente trabajo
se aporta informacién para conocer la funcién del gen
At4g12640, denominado AtSpen2 que codifica una proteina
putativa de tipo Spen en A. thaliana.

El gen At4g12640 (AtSpen2) de Arabidopsis thaliana de
funcién desconocida codifica para la proteina NP193001.2
perteneciente a la familia Spen (Split ends) caracterizada
por un dominio RRM (RNA recognition motif) N-terminal,
éste dominio RRM es conocido como RBD (ARN binding
domain) o RNP (Ribonucleoprotein domain), y un dominio
conservado C-terminal llamado SPOC (Spen paralog
and ortholog C-terminal) que permite establecer una
interaccién con otras proteinas, por lo que en general, estas
proteinas participan en procesos de regulacién genética.
Para entender la funcién de un gen es necesario conocer
primeramente los érganos y tejidos de expresion, por lo que
en este trabajo se realizé la caracterizacion de la expresion
conferida por tres versiones de la regién promotor 5'del gen
AtSpen2 en plantas transformadas de Arabidopsis thaliana (L).

Materiales y métodos

Disefo de oligonucleétidos

Los oligonucleétidos se disefiaron en la pagina de IDT
(Integrated DNA Technologies) http://www.idtdna.com/
analyzer/applications/oligoanalyzer/, ademds se agregé en
el extremo 5’ la secuencia para corte con la enzima Hindlll
(Invitrogen).

Extraccion de ADN de A. thaliana y amplificacién de las
tres versiones del promotor del gen AtSpen2

El ADN de planta se aisl6 usando el kit DNeasy Plant Mini
(cat. 69104) siguiendo el protocolo del fabricante. Este
ADN se utilizd como templado para realizar PCRs con
los oligonucleétidos disefiados empleando el kit para
PCR de la empresa Fermentas, utilizando la férmula
de reaccion del fabricante. Los oligos disefados son:

SpocF1500:  5-AAGCTTCAAACCTCCTCGCTTACTCTTCA-3;
SpocF1000:  5-AAGCTTACCTCACAGAATTGACAGATCCA-3;
SpocF500  5-AAGCTTACATGACGAGCAGATCTACGGAGA-3;

y SpocR: 5-AAGCTTTCTGCATTCGTCAGATCTATCGCA-3' Las
condiciones de amplificacién fueron: un ciclo de 95 °C por 5
min, 30 ciclos con 95 °C un min, 55 °C un min, 68 °C dos min,
un ciclo de 68 °C por 10 min, finalizacién a 4 °C.

Clonacién de las diferentes versiones del promotor del
gen AtSpen2 en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO
Los fragmentos de ADN del promotor del gen AtSpen2
amplificados por PCR se clonaron en el vector de entrada
Gateway pCR8°/GW/TOPQO®, usando la mezcla de reaccién
sugerida por el fabricante (Invitrogen).

Recombinacion dirigida en el vector destino pKGWFS7

Los fragmentos de ADN con los tres tamafios del promotor
de AtSpen2 clonados en el vector de entrada PCR8%/GW/
TOPO®, se amplificaron por PCR con los oligos M13, llevando
dentro de los ADN amplificados los sitios de attL1 y attL2,
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que se recombinan con los sitios attR1 y attR2 del vector
destino binario pKGWFS7. La recombinacién se hizo con
el Kit de Invitrogen LR clonase Il enzyme Mix del sistema
Gateway.

Método de transformacion de Agrobacterium
tumefaciens pGV2260 y Arabidopsis thaliana

La cepa de A. tumefaciens pGV2260 (McBride y Summerfelt
1990) fue transformada de acuerdo a Sambrook y Russel
(2001) con el vector binario con las regiones de 500, 1000
y 1500 pb de la regidn reguladora 5’ del gen AtSpen2. La
seleccién de colonias transformadas se hizo en medio
LB con carbenicilina (100 pl/ml), rifampicina (50 pl/ml),
espectinomicina (100 pl/ml) y estreptomicina (300 pl/ml). La
transformacioén de A. thaliana Col-0 se realizé por el método
de floral dip modificado (Martinez-Trujillo et al. 2004).

Analisis histoquimico de la actividad de GUS

Las plantas transgénicas con el gen reportero uidA (Jefferson
et al. 1987) se tifleron con 0.1% de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil D-glucurénido en buffer de fosfatos (NaH2PO4 y
Na2HPO4, 0.1M, pH 7), con 2 mM de ferrocianuro de potasio

y ferricianuro de potasio, por 12 horas a 37 °C. Las plantas se
clarificaron y fijaron de acuerdo a Malamy y Benfey (1997).
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Figura 1. Versiones del promotor de AtSpen2 de 500, 1000 y 1500
pb clonadas en el vector de expresion pKGWFS?7. Los carriles 2, 4y 6
corresponden a los plasmidos sin digerir y los carriles 1, 3 y 5 presentan la
digestion de los vectores con Hindlll, que liberan fragmentos de ADN con
las diferentes versiones del promotor.

Biolégicas | Vol. 18, No. 2 | Diciembre 2016 n



Solis-Guzman MG et al.

Analisis de elementos cis a 500, 1000y 1500 pb de la
region 5’ de la regién promotora del gen AtSpen2
Los elementos cis en el ADN de los promotores se analizaron

utilizando la base de datos Plant Care, http://bioinformatics.

psb.ugent.be/webtools/plantcare/html
arabidopsis.med.ohio-state.edu

y AGRIS http://

Resultados y discusion

En este trabajo se generaron construcciones genéticas de
500,1000y 1500 pbdelaregiénreguladora 5'del gen AtSpen?2
fusionadas al gen reportero uidA:GFP y se transformaron
plantas de A. thaliana para analizar la expresiéon conferida
por estas regiones. Se analizaron los elementos cis de las
tres versiones de la region promotora del gen AtSpen?2.

500::uidA::GFP

1000::uidA::GFP

Amplificacion de la regién reguladora 5’ del gen
AtSpen2

Los oligonucledtidos disefados para amplificar las
regiones de 500, 1000 y 1500 pb de la regién reguladora
5" del gen AtSpen2 fueron disefiados adicionando un sitio
de reconocimiento para la enzima Hindlll (AAGCTT), lo
cual permitié seleccionar los candidatos positivos. Las
amplificaciones obtenidas se presentan en la Figura 1.

Transformacion genética de A. thaliana

Los plasmidos recombinados conteniendo las regiones
reguladoras 5’ del gen AtSpen2, se utilizaron para
transformar A. tumefaciens. Posteriormente, se realiz6 la
inoculacion de plantas de A. thaliana Col-0 con la suspension

1500::uidA::GFP

1000::uidA::GFP

1500::uidA::GFP

Figura 2. Plantas de A. thaliana transformadas. A) Las semillas generadas por plantas de la generacion To de la linea 500::uidA::GFP, 10000::uidA::GFPy
1500::uidA::GFP fueron sembradas en medios MS con kanamicina 65 pg/ml. B) Seleccion de las plantas transformadas de la generacion T1, por resistencia
a la kanamicina 65 pg/ml, Col-0 (no transformada), 500::uidA::GFP, 10000::uidA::GFP y 1500::uidA::GFP.
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500::uidA::GFP 1000::uidA::GFP 1500::uidA::GFP

Figura 3. Expresion en hojas, raiz y flor de la version 500 pb, 1000 pb y 1500 pb de la region promotora del gen AtSpen2 fusionada al gen
reportero uidA en plantas transformadas. A) Expresion en hoja cotiledonar, B) Expresién en hoja verdadera, C) Expresién en raiz, D) Expresion en flor.
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AGAATCTCCATCAGCCAATTCAGCCAAACGCTTAAAGCTACGCCAATGAACATCATACTCATACTCACACA
AGAACACATCATCACCATCATTACTAGCTTTCGAAAACTCCTTAGGACACTTGACAGAACAATGCCTAAGA
ATACATTCCATCTCTATATCAGCAAAATCATTCGTCAAATAAAGCTCTCGTTTCAGATTATGCGGTTGACGC
CCCGAAACGGTCTCTTCAGGTATCATATACCAACGAGCACGAATCCAATACACACCATCATCAACTTCTTIC
CATAACTTGTCGATTCGAGCAGCCCATAGATCACCGGAAAGTAGCTTCTCCCTCATAGTTCTCGCTAACTTC
TTCCCTTCCGGTGGCTTAGGAAGGTCAAGTGTTTGACT TIGACCAGACTTTTTAACCTCACAGAATTGACA

GATCCAATCACCTTCAGGAACTTCCTTCAATGGCGGTTTCAAGCATTTCAAATGAAATCCACCTAAACAA

TCATCACACTCAATCATTATGTTAGTATCTGATTTGAAACAAATCTGACAATCTTCAATTTCTGGATCTTCTT
CTTCATCTGAATTCGAATCTTCTCTTCTCTTAACGTAAACATCATCACCGATTTCGAATTCGGTTTCGTCGAA
TTCGACTTTATIGTAATAAACTCTCTTCTTCTTCTTCGTCTTCTTAATCGTCTCAGATCTAATTGGTGAAACA
GGAGTGAAGGAATCTATCTTCTTCTTCTTCTTICGGAGTTTCTGTTTTICTTCGACTTCGATGGAACGACATCA
GTGGTTGGTITTICTGGGGGCACGTTCTCGTTTTCGAATTAGATTCATTCCTTCGATTGGGTCATTTCCTGGA
GCATCAATTGGGTCATTTCCCAGATCGATTTTACGAGAAACATGACGAGCAGATCTACGGAGAGGAGTGT
GAGTTTCTGGGGTTTGAGGAGTGTGTGAGGTTGAAGATGGAGATAGATACGATTTGCGATAGATGTT

AGACGGAGTTTTGGTTGGGGATTTGAAGGTTTTTGCTCTTGGAGTTGAAGCCATTGATGGTGTAAGCTAG
GGTTTTTCTGGGTGAAGAATGAAGAGTGAATGAAGAGGAAGAAGAAGACGATGATGATGATGAAGAA
GGAGGTAGAGAGAGAAAGTTGGCGGGAAAAGGTGGCGGACACTTCTTCTTCTTCGCATCAGACAAGAGT
TTGCGAGAAAAGGGTTTARGTTIGG GCCGAATATTGGGCTTATTAACCCAACTCATCACTTTAGGTTTATC
CAAATTAATCATAACATTTTGGGCCGATTTIMIMMBEAATCAATAATATAGGTCCTTTTGTGAAAGAAAA
AAAAAAAAACGAAGAGCACAAAGTGAAATGGGGAATTGTTTTTTGTAGAGCCCTAAATAGAAAATCTCC

AACTGTAGTGAAAGTGAAGAAGAAGAAGAAGATGGTGGAGATCTGAAAATATGCGATAGATCTGACGA

- ATGCAGATCTAAAATG

Figura 4. Los elementos cis-reguladores potenciales identificados. En la region -500 son: T-Box, GATA-Box y I-Box, en la regién -1000 se encuentran
repetidos de la GATA-Box, en la regién -1500 se encuentra repetido de T-Box y dos secuencias de W-Box.

de A. tumefaciens con cada una de las construcciones
genéticas. Las semillas obtenidas se germinaron en medios
MS con kanamicina 65 pg/ml, obteniéndose en todos
los casos plantas potencialmente transformadas, con
coloracion verdosa y mayor crecimiento. La frecuencia de
transformacion obtenida fue entre 1y 1.2% (Figura 2A). Las
plantas seleccionadas a 65 pg/ml, fueron transferidas a un
sustrato preparado con tierra y agrolita crecidas hasta la
produccion de semilla. La semilla recuperada fue utilizada
para ser germinada y crecida nuevamente en medio MS
con kanamicina a 65 pg/ml, para obtener la generacién T1.
Los resultados obtenidos demuestran que en las semillas
producidas ocurrié una segregacion del transgén de
kanamicina en una relacién de 3:1 (Figura 2B).

Expresion conferida por las regiones reguladoras 5’ del
gen AtSpen2

Para detectar la expresion conferida por las regiones
reguladoras 5’ del gen AtSpen2, se realizaron tinciones
con x-gluc de plantas de la generacién T1. En todas las
lineas T1 resistentes a kanamicina 65 ug/ml, se encontré
expresion del gen reportero uidA. En las lineas 500, 1000 y
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1500, se encontré expresion en plantas de 10 dias después
de la germinacion, en el tejido vascular en las siguientes
estructuras: hoja cotiledonar, hoja verdadera y raiz. No se
apreciaron diferencias en la intensidad de la coloracién
entre las diferentes lineas transgénicas conteniendo los
diferentes tamafnos de las regiones reguladoras 5 En la
Figura 3 se presentan imagenes representativas de las tres
lineas transgénica con la regién reguladora 5' La expresién
en la flor se presenté en los filamentos de los estambres, en
las diferentes lineas transformadas, pero no se encontré
expresion en las anteras. En el gineceo soélo se encontré
expresion en etapas del desarrollo de los estadios 12 y 13,
sin embargo, ésta fue muy variable en intensidad, incluso
en diferentes flores del mismo individuo. No obstante que
la expresion de AtSpen2 se observo en el tejido vascular, la
funcion que podria tener en este tejido no es muy clara, a
diferencia de otros genes como AHA3 de A. thaliana que
se expresa en el floema, y codifica una H*-ATPase que
proporciona energia para SUC2, un simporter Sucrose-H+,
contribuyendo en el transporte de sacarosa en este tejido
(Truernit y Sauer 1995).
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Elementos cis presentes en las tres versiones de la
regiéon promotora

La region promotora del gen AtSpen2 carece de una caja
TATA canodnica, que esta presente en una tercera parte de
los genes de A. thaliana, y que tiene la secuencia consenso
TATAa/tAa/t, localizada ~30 bases corriente arriba del sitio
de inicio de la transcripcion; también carece del elemento
iniciador (Inr), YYANa/tYY. Los elementos cis-reguladores
potenciales identificados son: T-Box, GATA-Box y I-Box,
relacionados con respuesta a luz y W-Box en respuesta
a azucar, (Figura 4). Se ha reportado que las regiones
reguladoras de los genes tienen una funcién importante al
determinar el lugar (tejido u érgano), tiempo e intensidad
de la transcripcién, lo que aunado a las caracteristicas de
la proteinas para las cuales codifican los genes, definen
en gran parte la funcion molecular, celular y fisiolégica de
éstas (Hernandez-Garcia y Finer 2014). La ausencia de una
caja TATA y de un elemento iniciador en AtSpen2, confirma
que estos elementos no son los Unicos que determinan la
iniciacién de transcripcién, sino que hay otros elementos
cis que no estan sobre-representados en los promotores
de todos los genes, o que no se detectan con los métodos
tradicionales, que generalmente buscan secuencias
consenso (Narlikar 2014).

De manera global, los resultados obtenidos permitieron
demostrar una transformacién eficiente de A. thaliana de
las regiones reguladoras 5’ de 500, 1000 y 1500 pb del gen
AtSpen2. Las tres construcciones genéticas, permitieron
establecer que la expresion conferida por el promotor del
gen AtSpen2 esta ubicada en el tejido vascular y en zonas
donde se forman células que posteriormente dardn origen a
este tejido. Los elementos cis ubicados en los primeros 500
pb son suficientes para proporcionar expresion al gen.

Referencias

Hernandez-Garcia CM, Finer JJ (2014) Identification and
validation of promoters and cis-acting regulatory elements.
Plant Science 217: 109-119.

Hornyik C, Terzi LI, Simpson GG (2010) The Spen Family Protein
FPA Controls Alternative Cleavage and Polyadenylation of RNA.
Developmental Cell 18:203-213

Jefferson RA, Kavanagh TA, Bevan MW (1987) GUS fusions:
-glucuronidase as a sensitive and versatile gene fusion marker
in higher plants. EMBO Journal 6: 3901-3907

Kumari S, Ware D (2013) Genome-wide computational prediction
and analysis of core promoter elements across plant
monocots and dicots. PLoS One 8:€79011. doi: 10.1371/journal.
pone.0079011

Malamy JE, Benfey, PN (1997) Organization and cell differentiation
in lateral roots of Arabidopsis thaliana. Development 124: 33-44.

Martinez-Trujillo M, Limones-Briones V, Cabrera-Ponce JL,
Herrera-Estrella L (2004) Improving transformation efficiency
of Arabidopsis thaliana by modifying the floral dip method.
Plant. Molecular Biology Reporter 22: 63-70.

McBride KE, Summerfelt KR (1990) Improved binary vectors for
Agrobacterium-mediated plant transformation. Plant Molecular
Biology 14:269-276.

GENETICAY MICROBIOLOGIA

Mitsuda N, Ohme-Takagi M (2009) Functional analysis of
transcription factors in Arabidopsis. Plant Cell Physiology 50:
1232-1241.

Narlikar L (2014) Multiple novel promoter-architectures revealed
by decoding the hidden heterogeneity within the genome.
Nucleic Acids Research 42: 12388-12403.

Sambrook J, Russell D (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York.

Schomburg FM, Patton DA, Meinke DW, Amasino RM (2001) FPA,
a Gene Involved in Floral Induction in Arabidopsis, Encodes a
Protein Containing RNA-Recognition Motifs. The Plant Cell 13:
1427-1436.

Truernit E, Sauer N (1995) The promoter of the Arabidopsis
thaliana SUC2 sucrose-H+ symporter gene directs expression
of beta-glucuronidase to the phloem: evidence for phloem
loading and unloading by SUC2. Planta 196: 564-570.

White RJ (2001) Gene transcription. Blackwell Science, Glasgow UK.
273 pp.

Biolégicas | Vol. 18, No. 2 | Diciembre 2016 15


http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0079011
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0079011

Cienciario _

";S; &_—-ﬁ—ﬂf-:!--__

=4

¢El'gen

de lag, . @

Infidelidad? - Lok

- i

De acuerdo con datos del Instituto Nacional de Es-
tadistica y Geografia (Inegi), durante el 2011 se
efectuaron, en el estado de Michoacan 26 mil 858
matrimonios y en el mismo afio se presentaron tres
mil 343 divorcios, es decir se registraron 12.4 di-
vorcios por cada 100 matrimonios.

La infidelidad, segln los datos de Inegi, es una
de las razones principales por las que una pareja
rompe su relacién, pero ¢por qué la infidelidad?,
quiza el culpable sea el gen RS334 llamado tam-
bién, el gen de la infidelidad. El gen RS334 contie-
ne la informacion para la produccién de vasopre-
sina, una hormona basica que esta presente en el
cerebro de la mayoria de los mamiferos.Se sabe que
esta hormona participa en la funcién renal y la
retencion de liquidos, ademas interviene en las re-
laciones sociales, algo que puede resultar muy di-
ficil de comprender.

Hasse Walum y colaboradores del Departamento
de Epidemiologia Médica y Bioestadistica del Insti-
tuto Karolinska en Estocolmo, Suecia, descubrieron

que el gen RS334 tiene una influencia en el compor-
tamiento social de los hombres dependiendo de la
variacion del mismo. Walum trabaj6é con 552 pares
de gemelos (por ser quienes presentan mayor simili-
tud genética), y sus esposas o parejas y con adoles-
centes, la mayoria de ellos de clase media y con al
menos cinco afios de relacion en pareja. En total fueron
dos mil 186 individuos adultos heterosexuales de los
cuales mil 899 proporcionaron muestras de la boca
parael analisis de ADN, con la finalidad de buscar las
variantes de determinados segmentos del genoma
relacionados con los receptores del gen que regula la
vasopresina.

Los estudios genéticos demostraron que los hom-
bres podian tener una, dos o ninguna copia del gen
RS334. Los hombres que no presentaban esta va-
riacion genética eran los mas mondgamos, infor-
macion que fue corroborada al entrevistar a sus
parejas, quienes mencionaban una relacién esta-
ble. Por el contrario, los hombres con una o dos
copias del gen, no estaban casados y si lo estaban,
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tenian un nimero mas alto de crisis maritales y
amenazas de divorcio, datos corroborados al en-
trevistar a sus parejas que mencionaban una rela-
cion insatisfecha. A estos hombres, sugiere el estu-
dio, les resulta mas dificil mantenerse mon6gamos.
Estos estudios con el gen RS334 pretenden enten-
der la parte del cerebro que controla las relaciones
sociales en personas con enfermedades como el
autismo, ya que quienes sufren de este malles es
muy dificil interactuar con otros. Lo que ahora se
sabe es que los individuos autistas presentan mul-
tiples copias del gen RS334, por lo que se puede
concluir que los receptores de la vasopresina jue-
gan un papel importante en las relaciones sociales.

Por otro lado, un estudio previo con ratones de-
mostro que el 90 por ciento de los ratones de pra-
dera (Microtus ochrogaster) son habitualmente
mondgamos a diferencia de los ratones de pantano
(Microtus pennsylvanicus) que se relacionan con
varias hembras y prestan poco cuidado a sus des-
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¢El gen de la
infidelidad?
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cendientes, la explica-
cion a este comporta-
miento se encuentra en
las cantidades de vaso-
presina en el cerebro de
los ratones, aquellos de
comportamiento mono-
gamo la vasopresina se
encuentra en concentra-
ciones elevadas.

La genética nos po-
dria ayudar a entender
por qué menos del cinco
por ciento de los mami-
feros son habitualmente
mondgamos. Se sabe que
lavariante «silvestre» de
los receptores de la va-
sopresina en humanos
conduce a una condicion
poligama, mientras que
la variante mon6gama o
«estable» es mutante, es
decir, la naturaleza es
poligama.

El gen predispone, si,
pero no condena a la
infidelidad. La biologia
no lo es todo. También
cuentan los valores mo-
rales, las influencias
culturalesy las creencias
religiosas.

O bien, existen alter-
nativas como aquella
propuesta por el cantau-
tor Luis Eduardo Aute
con la melodia que dice:
una de dos, o me llevo a
esa mujer o entre los tres
nos organizamaos, si pue-
de ser...

Usted, ¢ qué prefiere?

Estudiante del Programa
Institucional de Doctorado
en Ciencias Bioldgicas, Uni-
versidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo.

«El gen predis-
pone, si, pero no
condena a la
infidelidad. La
biologia no lo es
todo. También
cuentan los valo-
res morales, las
influencias cultu-
rales y las creen-
cias religiosas».

«...Si ustedes son observadores habran notado gue muchos ejemplares lucen como «ador-

nados» con algo que parecen cabellos.... Cabellos gruesos, amarillos tirandole a anaranja-

do o a veces hasta rojo. Algunos habran dicho qgue esa coloracion luce bien sobre el verde

de sus hojas... pero...»

La ciudad de Morelia, y los
cientos de colonias que es-
tan enla periferia, no es real-
mente rica en areas verdes.
No conocemos la densidad
de poblaciéon actualizada
pero si observamos las ca-
lles cuando manejamos, s6lo
son algunas avenidas con
arboles, algunos jardines
publicos y ocasionalmente
en algunas casas vemos so-
bresalir arboles.

En el peor de los casos en
una casa (o en su entrada) po-
dia haber habido un arbol que
fue derrumbado para construir
una entrada, o un estaciona-
miento o una nueva habitacion;
en otros casos, algin nefasto
vecino pudo haber dafiado los
arboles o las plantas de ornato
sblo por el gusto de demostrar
poder. Asi que los arboles que
no gritan y no se quejan parece
que no les duela y estan a la
buena de «bios».

Pero ahora una nueva ame-
naza se cierne sobre muchas de
las plantas que quedan.

Si ustedes son observado-
res habran notado que muchos
ejemplares lucen como «ador-
nados» con algo que parecen
cabellos.... Cabellos gruesos,
amarillos tiraAndole a anaran-
jado o a veces hasta rojo. Algu-
nos habran dicho que esa colo-
racion luce bien sobre el verde
de sus hojas... pero ojo: Esos
«como cabellos giieros» real-
mente es una planta parasita
que vive sobre estas plantas y
les esta chupando todos sus nu-
trientes.

Se le conoce con el nom-
bre de ctiscuta, debido a que
los bidlogos reconocen a su
grupo (género) con ese nom-
bre. Pertenece a la familia de
las convolvulaceas y en In-
ternet encontramos que hay
170 especies parasitas. Des-
graciadamente se distribu-
ye en todo el mundo y no
tiene preferencia por hospe-
deros, o sea, que puede pa-
rasitar a cualquiera.

Nos sorprendi6 verla en
la ciudad porque nunca ha-
bia sido tan evidente, de
modo que si estaba, debid
haber sido poca su presen-
cia. En el campo es mas co-
muan y los campesinos segu-
ramente saben controlarla
en sus campos, pero en la
ciudad no s6lo ha seguido
apareciendo en diferentes
puntos y pareciera que a
nadie le importan y eso pue-

Nuestros

arboles peligran

Maria C. Gonzalez | Cuauhtémoc
Sarabia

de deberse a que pocos la
conocen.

Es muy caracteristico su
crecimiento, pues tiene ta-
llos delgaditos préactica-
mente sin hojas (si las tiene,
pueden ser de un milimetro
de tamano o ya estar sblo
modificada a escamas) lo
que hace que no sean capa-
ces de fotosintetizar su pro-
pio alimento a partir de los
rayos solares y se vuelven
completamente dependien-
tes de las plantas que para-
sitan, de donde toman sus
nutrientes.

Son plantas con flor y en
serio que sus flores son bo-
nitas. Estaeslaépocadel ano
en que empiezan a hacerlo,
y parte de su éxito se debe a
que da numerosas semillas
y muy chiquitas, por lo que
se pueden dispersar facil-
mente, ademéis que éstas
pueden estar sin germinar
hasta diez anos antes de en-
contrar las condiciones co-
rrectas. Si logran germinar,
y no hay un huésped a para-
sitar cerca, permanecen

o .I-:Tvrf.;‘ijl;'
o _-1}. .

como plantita verde unos
cuantos dias y después de
ello muere... pero si encuen-
tra huésped...

Se enrosca sobre el tallo
de su hospedero como lo ha-
cen las enredaderas; en
cuanto encuentra huésped
desarrolla unas estructuras
llamadas haustorios (que es
un tipo de raiz modificada)
que penetran a la indefensa
plantahasta quellegan al sis-
tema vascular (donde circu-
lan sus nutrientes) y co-
mienzan a vivir de él. Su
velocidad de crecimiento es
realmente alta pues se regis-
tran hasta siete centimetros
por dia.

Es muy importante para su
control que se elimine esta
parésita antes de que florezca
y un primer paso es una poda
estricta del ejemplar parasita-
do, removiendo hasta unos
cinco centimetros por debajo
de donde se ha insertado la
rubia parasita. Después de ello
tendra que verificar que en el
suelo no haya semillas ni plan-
tulas recién germinadas.
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Hay que hacer notar que la
propagacion puede hacerse de
varias maneras: De arbol a ar-
bol, ya que al llegar la parasita
por via aérea a otro arbol, ahi
se comienzan a desarrollar sus
haustorios.

También puede propa-
garse si los instrumentos
usados para la poda no se
limpian a fondo para evitar
la presencia de cualquier
semilla y por altimo, si no se
queman las ramas podadas.

Seria conveniente que ha-
blemos a la oficina de Parques
y Jardines de nuestra ciudad
para que nos apoyen en la re-
mocién de ejemplares que ya
estén parasitados y si atin no se
dan cuenta del problema, de-
bemos insistirles que nos per-
mitan hablar con los bi6logos
o los encargados de las ofici-
nas. Toda la informacién que
circula en Internet sobre esta
plantanosalertadelodificil que
es exterminar, asi que debere-
mos hacer un frente comin
contra ella y acabarla. Nues-
tros arboles merecen vivir sa-
nos y fuertes.
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