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RESUMEN

El gen de la sacarosa fosfato sintasa, SPS (E.C. 2.3.1.14), cataliza la reaccion entre la UDP-
glucosa y la fructosa 6 fosfato para formar sacarosa 6 fosfato que es desfosforilada por la
sacarosa 6 fosfato fosfatasa alcalina (SPP E.C. 3.1.3.00) para crear sacarosa. Este carbohidrato
es el principal componente de la mayoria de las plantas para transportar productos de la
asimilacion del carbono del tejido fuente al consumidor, probablemente debido a su alta
solubilidad, baja reactividad y capacidad de almacenar energia, también la sacarosa puede ser
sintetizada del almidoén acumulado o acidos grasos de organos de reserva como la semilla. El
gen spsi, codificador para SPS de arroz indica, tiene un 5 UTR inusualmente largo de 368
nucleétidos, se ha visto que el lider de sps1 es capaz de potenciar la traduccion, es posible que
dentro del lider haya elementos de secuencia/estructura que interactien con proteinas que
potencien la traduccién. Para poder indentificar in vivo proteinas que interaccionen
especificamente con el 5° lider de sps1 se utilizo el sistema de tres hibridos, en este método se
uso una biblioteca gendmica de A. thaliana. Asi se obtuvo que la proteina Spen codificada por
el gen At4gl12640 interacciona con el lider de spsl. Mediante la herramienta BLASTp de
NCBI se descubrieron los ortélogos de arroz indica del gen At4gl2640 de A. thaliana,
0J1381 H04.27 y PO450E05.35, estos podrian funcionar sobre el lider de sps1 como lo hizo
la proteina A4. thaliana en el sistema de tres hibridos. Analisis de motivos de secuencias dentro
de los promotores del gen At4g12640 y sus ortolégos OJ1381 H04.27 y PO450E05.35 con la
base de datos PLACE revelaron que comparten elementos para expresion especifica en
semilla, tejido fotosintético y polen, compatible con la expresion especifica registrada para
spsl y OsRRM (homologo de OJ1381 HO04.27 en arroz japdnica) en los mismo tejidos. Para
observar in vivo el patron de expresion de At4gl2640, se decidid hacer construcciones que
permitieran analizar la expresion de genes reporteros generada por diferentes versiones del
promotor aislado. Amplificaciones de las versiones del promotor de -490 y -981 pb desde el
atg de inicio de la traduccion de At4gl12640 se elaboraron para ser clonadas al vector binario
pKGWFS7 y poder estudiarse en plantas. En este trabajo se concluyo la construccion con la
primera version del promotor, que serd analizada por transformacion de plantas en trabajos

posteriores.
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I. INTRODUCCION

Las plantas son la base de la pirdmide alimentaria para los organismos heterotrofos, también
son fuente de materia cruda como el almidon utilizado en las industrias o para la produccion
de farmacéuticos. El cultivo de plantas para la agricultura es un recurso esencial de la
nutricion humana, el crecimiento de la poblacion ha aumentado junto con la demanda de
recursos naturales que en poco tiempo seran insuficientes, la inminente escasez de alimento
global puede ser mitigada mediante la biotecnologia. El conocimiento basico generado por las
investigaciones no solo explica las funciones moleculares, bioquimicas, celulares o
fisiologicas de las plantas sino también es una ciencia aplicada que aporta a la solucion de

grandes problemas econdmicos.

Las plantas fijan CO, y otras substancias inorganicas para convertirlas en compuestos
orgénicos con los que forma el material 1til en el crecimiento y propagacion de la célula. La
energia proveniente del sol es atrapada en un proceso llamado fotosintesis, el didxido de
carbono y agua se combinan para elaborar carbohidratos (CH,O) y una molécula de oxigeno.

Lo ilustra la siguiente formula de reaccion (Taiz y Zeiger, 2002).
COs + HyO - "™ -5 (CH,0) + O,

La fotosintesis realizada por las plantas y cianobacterias crean la biomasa de la tierra, los
animales dependemos del suplemento de carbohidratos, otros alimentos y sustancias como
oxigeno o los depdsitos de combustible fosil. La capacidad autétrofa de las plantas de usar
CO; como unica fuente de atomos de carbono requerida para la biosintesis de almidon,
sacarosa y celulosa, lipidos y proteinas, es contraria a la heterotrofia de los animales que no
pueden manipular el CO; para producir su propia biomasa. Las plantas deben tener asombrosa
flexibilidad metabodlica capaz de adaptarse a las condiciones cambiantes del medio ambiente
en el que estan enraizadas y que les permiten utilizar diversas vias anabdlicas que usan energia
en forma de ATP y NADH o NADPH que es generado por las reacciones dependientes de la
fotosintesis para finalmente elaborar de su material celular. En las células fotosintéticas
eucariotas el centro de reaccion de la fotosintesis tiene lugar en los cloroplastos (Nelson y

Cox, 2008).



L.1. La fotosintesis sucede en los Cloroplastos.

Los pléstidos son una familia de organelos que solo existen en células de plantas, estan
delimitados por una doble membrana y contienen un pequefio genoma que codifica para
algunas de sus propias proteinas. Estos se multiplican por fisioén binaria y en la mayoria de los
casos son heredados maternalmente a la naciente célula, es decir, que todos los plastidos
descienden de los protoplastidos en la célula embrionaria. Durante la diferenciacion celular en
el desarrollo, los protoplastidos pueden convertirse, dependiendo su funciéon en: Cromoplastos,
leucoplastos, y cloroplastos (Heldt y Heldt, 2005). En las plantas superiores, el mesoéfilo es el
tejido fotosintético mas activo ya que tiene una gran cantidad de cloroplastos, aqui es donde
ocurre tanto la absorcion de la luz como la asimilacion del carbono. Los cloroplastos son
formados por la diferenciacion de los protoplastidos , una célula madura del mesofilo puede
contener hasta 50 cloroplastos, tienen forma de lente y pueden ajustar su posicion dentro de la
célula para recibir la mayor cantidad de luz posible, en la plantas superiores pueden llegar a
medir de 3 um a 10 pm. Ademads, tienen una doble envoltura de membranas, la membrana
externa es permeable a pequenias moléculas y iones mientras que la membrana interna encierra
el estroma que contiene los tilacoides formados durante la diferenciacion del cloroplasto por la
invaginacion de la membrana interna de la célula cloroplastica. Los tilacoides son vesiculas
cilindricas rodeados de una membrana que encierran al lumen o espacio interno acuoso,
diferenciado en dos dominios; uno es la agrupacion en hileras de los sacos aplanados
conjuntamente llamados grana, el otro dominio es la region de membrana que interconecta los
grana se denimina lamela (Figura 1). Embebido en la membrana tilacoide se encuentran los
pigmentos fotosintéticos y los complejos enzimaticos que llevan acabo las reacciones
luminosas y la sintesis de ATP y NADH (Figura 1). Las plantas superiores contienen tanto
clorofila @ como clorofila b para la captura de la luz absorbiendo entre 480 nm y 700 nm de
longitud de onda, como otros cromodforos que también ayudan a la absorcion de fotones. Los
pigmentos de clorofila estan formados por un anillo de tetrapirrol, también llamado porfirina,
un atomo de magnesio (Mg) esta colocado en el centro, parecido al grupo hemo encontrado en
la hemoglobina, también en el cuarto anillo pirrol se une mediante enlace ester el fitol, que es
una cadena de hidrocarbonos con un doble enlace C-C y ramificaciones de grupos metilo

(CHs») (Figura 1) (Heldt y Heldt, 2005; Stryer et al., 2002).
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Figura 1. El cloroplasto de las plantas. Es un organelo con doble membrana que encierra el estroma,
analogo al citoplasma de la célula, los tilacoides son el tercer sistema de membranas interno donde
ocurre la fotosintesis, embebido en la membrana de los tilacoides, o lamela, se encuentran tanto los

complejos proteicos como las clorofilas (a y b) necesarias para la absorcion de luz y la sintesis de ATP.

Los fotosistemas localizados en la membrana tilacoide, son complejos organizados por grupos
de proteinas que transfieren electrones unidos a las clorofilas a y b, asi como pigmentos
secundarios que ayudan a la absorcion de luz a diferentes longitudes de onda como son los
carotenos y xantofilas, todos los pigmentos pueden absorber fotones, s6lo un par especial de
moléculas de clorofila asociadas al centro de reaccidon son capaces de convertir la energia
luminosa en energia quimica, el resto de pigmentos o moléculas antena forma complejos
cosechadores de luz (LHC, Ligh-Harvesting Complex), se ha demostrado que el fotosistema |
esta relacionado con varias proteinas LHCs-I, similarmente el fotosistema II tiene diferentes

LHCs-II que funcionan como antenas, los tipos de proteinas son LHC-Ila-d, sin embargo, el



principal constituyente del fotosistema II es LHC-IIh, el mondémero es un péptido de 232
amino acidos que forman tres segmentos a-helicoidales transmembranales unidos a dos
diferentes lipidos (1-Phosphatidylglycerol y 1-Digalactosyldiacylglycerol) junto con 7
moléculas de Chl-a, 5 moléculas de Chl-b, y 2 pigmentos secundarios de Luteina. LHC-IIH
existe en la membrana como trimeros dentro del mismo mondmero, el exciton pasa de la
clorofila b a la clorofila a, a su vez se transfiriere por contactos entre clorofilas a de los
trimeros del complejo de antenas externo (Figura 2). Alrededor de 300 moléculas de clorofila
estan asociadas con cada centro de reaccidn, estas son las constituyentes de las antenas que
funcionan para entregar electrones a los centros de reaccion con los cuales estan asociados, se
ha pensado que la energia absorbida pasa entre los LHC hasta alcanzar el centro de reaccion
por transferencia de resonancia, la energia es absorbida y pasada a otra molécula por un

mecanismo sin radiacion (Heldt y Heldt, 2005; Taiz y Zeiger, 2002).

Thylakoid
membrane

Light

Outer
antenna

Light
Inner
antenna

Figura 2. Complejos cosechadores de luz. a). Vista de lado del monémero LHC-116 en la membrana
tilacoide, tres a-helices expanden la membrana, clorofila a en negro y clorofila b en rojo, en el centro
dos moléculas de luteina (en negro) funcionan como soporte. b). Vista de arriba del trimero de LHC-II
desde el estroma. ¢). Esquema de los LHC en las antenas del fotosistema II de planta, LHC-Ila es a y
asi sucesivamente. El complejo de antenas externo formado de LHC-IIb captura excitones que son
transferidos al complejo interno compuesto por algunas clorofilas que, mediante los monémeros LHC-

Ila y ¢ se conectan a las proteinas CP47 y CP43.

Las algas rojas y cianobacterias poseen LHC que colectan la energia luminosa a longitudes
muy bajas, esto es, ondas entre 480 nm y 650 nm. Los LHC estan arreglados como particulas
que van desde la parte superior de la membrana hasta cerca del centro de reaccion, los

llamados ficobilisomas son estructuras formadas por ficobilinas unidas covalentemente a



proteinas (ficobiliproteinas), mediante el grupo SH del residuo de cisteina de las proteinas y el
grupo vinilo de la cadena de ficobilinas, ya que estas ultimas son tetrapirroles de cadena
abierta y estructuralmente estan relacionadas a las clorofilas (Figura 3). Las proteinas
ficocianina y aloficocianina se unen al cromoéforo ficocianobilina, mientras que proteina
ficoeritrina se une al pigmento ficoeritrobilina (Heldt y Heldt, 2005).
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Figura 3. Ficobilisomas y ficobilinas. a). Esquema de la estructura de un ficobilisomas, vista de lado.

Cada unidad constan de tres subunidades o y B, cada una de estas puede tener de uno a cuatro
ficobilinas como cromoforos. b). Estructura de las ficobilinas mostrando los anillos pirroles en cadena
abierta, los cromodforos ficocianobilina y ficoeritrobilina se unen covalentemente via enlace tioéter
formado por la adicion del grupo SH del residuo de cisteina de la proteina al grupo vinilo del
cromoforo. Las conjugadas uniones dobles marcadas en rojo dan la caracteristica de pigmento a la

molécula.

En los fotosistemas, la mayoria de los pigmentos funcionan como antenas en el LHC
absorbiendo fotones y excitando un electron a un nivel de energia mas alto, la energia ganada
o disponible por la molécula de clorofila puede ser eliminada de formas alternativas:

1. La clorofila excitada puede re emitir el foton y regresar a su estado energético basal,
proceso conocido como fluorescencia, la longitud de onda emitida por la clorofila es mayor,
es decir, de menor energia ya que una porcion es liberada en forma de calor para entonces la
clorofila fluérese en el rojo del espectro.

2. La clorofila excitada puede convertir la energia en calor directamente sin emitir
fluorescencia, regresando al estado basal de energia.

3. La clorofila excitada puede transferir su energia a otra molécula de clorofila.



4. La energia del estado excitado de la clorofila puede ser usado para realizar reacciones
quimicas, proceso conocido como fotoquimico. Las reacciones fotoquimicas son de las mas
rapidas que se han conocido, tiene que serlo asi ya que compite contra las otras tres

posibilidades anteriores (Taiz y Zeiger, 2002).

El exciton es la energia absorbida por las moléculas de clorofila que es transferida a la
clorofila vecina de los LHCs via deslocalizacion de electrones promoviendo la elevacion de un
electron a un orbital de energia mas alto en las clorofilas, este electron pasa por los LHCs
hasta llegar al centro de reaccion fotoquimico via Mecanismo Foster (Heldt y Heldt, 2005).
Los complejos que realizan las reacciones luminosas de la fotosintesis en las plantas
superiores no se distribuyen uniformemente por la membrana tilacoide (Figura 1), p.e. la
localizacion del PSI (Photosystem I) es en la lamela, segregado el PSII (Photosystem II) que
se haya en los dominios grana o region apilada de la membrana tilacoide, aqui encontramos en
los margenes de los grana también al complejo citocromo bg f (similar a citocromo bc)
mitocondrial de mamiferos, aves, levaduras y diferentes bacterias, indicando que
evolucionaron de un ancestro comun), y por ultimo la F-ATPase puebla la parte de la lamela

(Nelson y Ben, 2004).

Louis Duysens en 1952 encontr6 en membranas aisladas de la bacteria puarpura
Rhodospirillum rubrum que al iluminarlas con pulsos cortos de luz, habia una disminucion en
la absorcion de luz a la longitud de onda especifica de 890 nm, el efecto de “Blanqueamiento”
o bleaching se debe al estado oxidado de la clorofila, es decir, a la perdida de un electron del
centro de reaccion fotoquimico, tal blanqueamiento también fue encontrado en la bacteria
purpura Rhodobacter sphaeroides pero a la longitud de onda de 870 nm. Afios mas tarde,
utilizando tales técnicas Bessel Kok (USA) descubrié el mismo blanqueamiento a 700 nm
correspondiente al fotosistema I en cloroplastos de plantas, paralelamente Horst Witt
(Alemania) encontré un blanqueamiento del fotosistema II a la longitud de onda de 680 nm
estudiando igualmente cloroplastos de plantas. En la bacteria sulfurosa verde el
blanqueamiento es a la longitud de 840 nm, éste tiene fotosistema con dos rutas para el manejo
del flujo de electrones, una es el flujo ciclico del electron (usado por las bacterias parpuras) y

el otro en un flujo no ciclico. La estructura y funcion del fotosistema II en cloroplastos de



plantas corresponde al centro de reaccion de la bacteria purpura, mientras que fotosistema I de
plantas en analogo al centro de reaccion de la bacteria sulfurosa verde (Taiz y Zeiger 2002;

Heldt y Heldt 2005; Nelson y Cox, 2008).

En la etapa tardia de 1950, Robert Emerson y colaboradores estudiaron la produccion de O,
por foton absorbido o “quantum yield”, termino reciproco a “quantum requirement” que
trata de los fotones absorbidos por molécula de O, producida, y revelaron que en el espectro
de accion (que marca la respuesta producida de la luz, tal como la formacion de oxigeno en
funcion de la longitud de onda ) la produccion de oxigeno cae drasticamente cuando la alga
(Chlorella) es iluminada con longitudes de onda mayores a 680 nm, efecto conocido como red
drop, indicando que la luz mas alla del rojo es ineficiente en el manejo de la fotosintesis.
Posteriormente Emerson y colaboradores resolvieron el problema al observar que al iluminar
el alga con longitudes de onda mayor a 680 nm junto con luz roja de 680 nm la produccion de
oxigeno por foton o quantum yield aumentaba drasticamente, en comparacion a la suma de la
produccion de O, usando por separado luz roja y luz mas alla del rojo (Figura 4). Estas
observaciones posteriormente ayudaron al descubrimiento de dos nuevos complejos
fotosintéticos que funcionan en tandem, el fotosistema I y el fotosistema II (Nelson y Cox

2008; Heldt y Heldt, 2005; Taiz y Zeiger, 2002; Lodish et al, 2008).
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Figura 4. Funcionamiento en tindem de fotosistemas. La produccion de O, es mayor cuando la alga
Chlorella es irradiada con luz adicional a 680 nm (luz roja) que la suma de la produccion de O, por
separado de luz roja y luz mas alla de rojo (linea negra). Llevando a la conclusion que la fotosintesis es
realizada por dos fotosistemas que trabajan en tandem pero con diferencias ligeras en la longitud de

onda optima (de Emerson and Rabinowitch).



En 1960 Robert Hill y Fay Bendal postularon el esquema Z (Figura 5), llamado asi por el
potencial redox en forma de zigzag creado por el flujo de electrones a través de cada uno de
los dos diferentes fotosistemas (I y II) localizados en la membrana tilacoide, cada fotosistema
tiene su propio centro de reaccion y LHC o antena diferente uno del otro, el fotosistema I es
manejado a longitudes de onda de 700 nm o menos; el fotosistema II solo por longitudes de
onda mas cortas a 680 nm, los fotosistemas estdn conectados entre si por la cadena
transportadora de electrones constituida por el complejo citocromo bg f (complejo citocromo

bc) para bacterias) (Heldt y Heldt, 2005).
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Figura 5. Cadena transportadora de electrones. Esquema en forma de Z del potencial redox por el
flujo de electrones que pasa por el fotosistemas II, el citocromo bsf'y el fotosistema I para finalmente
guardar la energia en productos estables, NADPH y ATP. Pulso cortos (5 us) de luz (<680 nm) activan
el fotosistema II, e indica que la absorcion de cuatro fotones (excitones) de luz son necesarios para
generar una molécula de O, a partir de 2H,0. Los electrones ganados en el desarrollo de O, y 4H" son

almacenados y utilizados en la formacion de NADPH.

El aparato fotosintético de las plantas, algas y cianobacterias es mas complejo que el tnico
centro de reaccion que poseen las bacterias, y parece que han evolucionado a través de la
combinacion de los fotocentros simples bacterianos. Los dos fotosistemas funcionan
complementariamente que, junto con el complejo citocromo bg f (Electron transport chain)

canalizan los electrones hacia la formacion de un NADPH y ATP generado por el gradiente de



protones. Hay una diferencia en el potencial eléctrico de 1.2 volts entre la oxidacion del agua y
la reduccion del NADP (Figura 5), los dos fotosistemas juntos generan una diferencia en el

potencial eléctrico de 3.45, asi que, se pierde un tercio de energia (Heldt y Heldt, 2005).

L.II. El Fotosistema II

Recientemente, Horst Witt y Wolfgang Saenger (ambos en Berlin) han revelado la estructura
tridimensional del PS II con rayos X analizando cristales a 3.8 A en la cianobacteria
Synechococcus elongatus, mediante tal trabajo han concluido que los fotosistemas de plantas
estan construidos por los mismos principios basico que en las bacterias. Con esto, y analisis en
la secuencia gendémica indican que los fotosistemas tienen un origen en comun. El fotosistema
IT es un dimero de dos centros de reaccion completos junto con sus respectivos complejos
antena (Figura 6), el centro de reaccion esta constituido por dos proteinas similares de ~40
KDa, D1 y D2, de los cuales cada subunidad consiste de 5 helicasas transmembranales que,
son homologos a las proteinas L y M del centro de reacciéon de la bacteria purpura.
Flanqueando el centro de reaccion, las subunidades CP43 y CP47 (Chlorophyll Protein)
funcionan como proteinas cosechadoras de luz, cada una consiste de 6 helicasas
transmembranales y unen 14 y 16 moléculas de clorofila respectivamente. La energia
transferida del LHC hacia CP43/CP47 es mediada por proteinas cosechadoras de luz menores,
CP24 (Lhcb6), CP26 (Lhcb5) y CP29 (Lhcb4). El fotosistema II cataliza la oxidacién del agua
y provee la mayor parte del oxigeno en la tierra, en el centro de reaccion de éste fotosistema
las proteinas D1 y D2 coordinan tanto el complejo productor de oxigeno de manganeso como
los componentes del flujo de electrones, que son; un par especial de clorofilas a, en Rp viridis
los anillos tetrapirroles estan tan cercanos (0.3 nm) que sus orbitas se traslapan en estado
excitado, la transferencia de electrones procede por el brazo L, en plantas el par especial esta
mas alejado o débilmente unido que, probablemente s6lo una molécula de clorofila reaccione
con el exciton, cada clorofila del par especial estd unida a las proteinas D1 y D2 formando dos
brazos donde se unen cromoforos, en cada brazo se yace una molécula accesoria de clorofila a
(en bacterias, como en plantas, la clorofila a accesoria del brazo M est4 en contacto con un f3
caroteno para abolir el estado triple de la clorofila en el centro de reaccion), y una molécula de

feofitina que, es una clorofila pero en lugar del dtomo de magnesio en el centro hay dos



atomos de hidrogeno. La plastoquinona PQa se une fuertemente a la proteina D1 (en Rp.
viridis el anillo de quinona Qa va unido por puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas
a la subunidad M), mientras que la plastoquinona PQg es movil. Adicionalmente en el centro
de reaccion hay un atomo de hierro sin grupo hemo, entre Pego y el complejo de manganeso un
aminoacido tirosina funciona como acarreador de electrones, se le conoce como Yz, y el
citocromo bss9 quiza esté involucrado en algun ciclo protector del PSII (Figura 6) (Ferreira et

al., 2004; Stryer et al., 2002; Nelson y Cox, 2008)

Quinonen & Quinoneg
B —
- Stroma

O
e
Thylakoid T
membrane 5 —

é ; o b YLERrL. Yy Haem of

e . ot ol g ; cytochrome ﬁ f

. Y e b
OOF : i A By = 559 %

cpa7 D2 D1 cp43 | Cytochrome bssg

p-Carotene

Peso
Tyr(Yz)

Thylakoid lumen NY : g’ Manganese

a b cluster

Figura 6. Vista perpendicular del dimero del PSII desde la membrana. a) Subunidades D1 y D2
mostradas como estructura de cinta azul oscuro, CP43 y CP47 son las cintas moradas, subunidad
citocromo-bssy representado por la estructura en cinta azul claro y las subunidades extrinsecas por las
cintas naranja y amarillo, las subunidades restantes son las cintas rosa claro, las clorofilas son
mostradas en estructuras de bastones verde oscuro (Ion Mg como esfera amarilla), el complejo
productor de oxigeno (grupo 4Mn) es simulado por las esferas azul claro y los iones de calcio por las
esferas rosa oscuro, el grupo hemo es interpretado por bastones rojos y las esferas rojas son iones de
hierro. Los bastones color naranja simula 3 caroteno y los bastones rosa oscuro son las quinonas. El eje
de simetria del dimero esta trazado por una linea. b). La flecha indica el flujo del electron, Tirosina 161
(Yz) en bastones azul oscuro y en bastones grises los iones bicarbonato, feofitina en verde claro y las

clorofilas representadas por porfirinas simétricas. PDB ID 1S5L.

En el mismo centro de reaccion se localizan los primeros donadores de electrones que llevan
a cabo el primer proceso redox de la fotosintesis, son el par especial de clorofilas a llamadas
Psso, por la maxima longitud de onda a la que absorben luz, elevando un electron a una orbita
de mayor energia, tal molécula de clorofila Pegy excitada transfiere el electron al mondmero
de clorofila a accesoria e inmediatamente al aceptor de electrones feofitina quedando la

clorofila del centro de reaccion oxidado (carga positiva por la perdida de un electron) y el

10



aceptor del electrones reducido (gana un electron y la carga es negativa), en bacterias la
diferencia de cargas ocurre en menos de 10 picosegundos, 10" segundos. De la feofitina, el
electron viaja al aceptor (a 10A de distancia en bacterias) inmovil PQy, suprimiendo asi la
recombinacién de cargas que sucede cuando el electron en la Ph™ regresa a Chl™ del centro de
reaccion para neutralizar la carga, en R. viridis la Qa pasa el electron al Fe sin hemo y
posteriormente a la Qg en 6us, es decir, reduce la movil PQp a PQg’, plastosemiquinona
radical, la absorcion de un segundo foton o quantum por el centro de reaccidon mueve el
segundo electréon através de la cadena transportadora hasta llegar a reducir completamente a
PQg en PQg” ya que, el sitio de unidén de PQg yace del lado del estroma, toma dos protones
del estroma para formar plastohidroquinona PQH, que, es liberada del fotosistema II y
considerada como el producto final (Nelson y Ben, 2004, Heldt y Heldt, 2005, Stryer et al
2002, Okamura et a/ 2000, Nelso y Cox, 2008).

ICI) OH
HSCm CH3
|
CH,—CH=C—CH),H
H3C ” ( 7] 2)n
0 n=6-10" " plastoquinona O Hidroquinona

La clorofila Pggy’ oxidada tiene el potencial redox mas elevado dentro de los sistema
biologicos (>1V) (Figura 5), es un oxidante muy fuerte que extrae un electron a la cercana
tirosina (Yz) ubicada en la proteina D1, la tirosina radical (Z) con déficit de un electrén oxida
un ion manganeso de un grupo de 4 Mn iones, los cuales unen dos moléculas de agua como
substrato y utiliza un ion calcio, un ion bicarbonato y un ion cloruro como cofactores. El
evento anterior se repite dos veces para forma PQH,, con cada transferencia individual de
electrones el grupo 4 Mn se vuelve mas oxidado, cuatro fotones absorbidos corresponden a
una cuatro transferencia de electrones generando una carga de 4+ en el complejo productor de
oxigeno (oxigen-evolving complex) oxidan 2H,0 --> O, + 4H (Figura 7), formando oxigeno
molecular y protones que son liberados en el lumen de la membrana tilacoide, actuando el
complejo como una bomba de protones (Tommos y Babcock, 1999), ademas es el unico
complejo bioldgico conocido que produce O,. El complejo productor de oxigeno esta asociado
con una proteina periférica membranal (M; 33,000) sobre el lado del lumen de la membrana
tilacoide. La extraccion de electrones puede ser impar, p.e. en bajas temperaturas, Pego~ bajo

estas condiciones puede extraer ¢ de su alrededor y causar dafios, la estructura del PSII
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sugiere una extraccion alternativa de e donde se involucran el citocromo bsso, un carotenoides
y una clorofila periférica (Figura 6) (Nelson y Ben, 2004; Heldt y Heldt, 2005; Stryer et al.,
2002; Okamura et al., 2000; Nelson y Cox, 2008).
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Figura 7. Complejos productores de oxigeno. Con experimentos realizados por Pierre Joliot y Bessel
Kok se ha postulado que el complejo productor de oxigeno tiene diferentes estados de oxidacion,
conocidos como estados S'y van del Sy al S, hasta oxidar 2H,0. La tirosina es un aceptor de electrones

entre en complejo de iones Mn y Pego.

L.IIIL. El complejo Citocromo B4f conecta a los fotosistemas I y II.

PQH; se disocia por la porcion de hidrocarbonos de la membrana hasta llegar al complejo
Citocromo Bef (Figura 5). Las estructuras de cristales del citocromo Bef que se encuentra en la
membrana tilacoide indican que funciona como homodimero, cada monomero consiste de
cuatro subunidades: proteina citocromo-bs (23 KDa) integra dos grupos hemo b, proteina
citocromo-f (de foliar, 33 KDa) tiene un grupo hemo c, proteina hierro-azufre Rieske (Mr
20,000) y una subunidad IV (17 KDa), también cuatro pequenas subunidades hidrofobicas
PetG, PerL, PetM, y Petn, dan al dimero un peso molecular de 217 KDa (Kurisu et al., 2003;
Stroebel et al., 2003) y dos co-factores con funcion desconocida, una molécula de clorofila a y
de P caroteno (Figura 9), conforman el complejo. Citocromo-bs expande la membrana como lo
hace la subunidad IV, incluso ambos son homodlogos en las mitades N-terminal y C-terminal,

respectivamente, al complejo cit-bc;, Los Citocromos son proteinas que unen de uno a dos
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anillos tetrapirroles con dtomos de Hierro en el centro, conocido como grupo hemo (en plantas
el anillo tetrapirrol tiene un atomo de Mg), los citocromos funcionan como acarreadores de
electrones, en comparacion con las quinonas que transfieren dos e junto con dos protones.
Estos estan divididos en tres grupos a, b, y ¢, corresponde a los grupos hemos «a, b, y ¢, en el
cit-b el grupo hemo-b no esta covalentemente unido a la proteina, en contraste con el grupo
hemo-c unido covalentemente al cit-c mediante enlaces tioéter, donde se unen el SH, del
residuo de cisteina y dos grupos vinilo del hemo-b, (Figura 8), el citocromo ¢ del complejo
citocromo Bef no esta relacionado con el citocromo ¢l del complejo citocromo bcy, el restante
grupo hemo « tiene una fila de tres unidades de isopreno unidas a un grupo vinilo del hemo b,
la fila de isoprenos emula una ancla en la parte hidrofobica de la membrana igual que en las
quinonas. Acerca de la proteina hierro-azufre Rieske del complejo citocromo Bef es muy
similar a la del complejo citocromo bc;, mientras que PetG, PerL, PetM, y Petn no tienen
homologos en el complejo bcj, el hemo ¢ funcional del cit- f yace en la periferia de la
membrana del lado luminal, del mismo lado esta la proteina hierro-azufre Rieske que se ancla
ligeramente a la membrana. El electron pasa a través del complejo Citocromo Bef como la
describe el ciclo Q, PQH, es oxidado al unirse al sitio Qy del lado luminal liberando dos
protones al mismo lado, uno de los dos electrones va por el proceso ciclico que, incrementa
(pmf) el nimero de protones bombeados transversalmente por la membrana, durante que el
otro electron sigue un ciclo lineal hasta llegar a la plastocianina. Durante el transporte lineal de
electrones, PQH, es oxidado en el sitio Qg del lado del lumen por la proteina hierro-azufre
Rieske, debido al potencial redox muy positivo de la proteina Rieske un electron es quitado de
la plastohidroquinona que se reduce a PQ’, a su vez libera dos protones al lado acuoso del
lumen, este e es pasado al cit-f'y enseguida a la plastocianina que, es una proteina (m m de
10.5 kDa) con un atomo de Cu (cobre), el cual estd unido a un residuo de cisteina, uno de
metionina, y dos de histidina de la misma proteina (Figura 8), la cual sucesivamente reduce las

clorofilas P7gp del PSI (Carell et al., 1997; Martinez et al., 1994; Nelson y Ben, 2004).
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Figura 8. Citocromos y plastocianina. a). Figura del grupo prostético del citocromo b y c. El hemo-b
no estd unido covalentemente al cit-b (azul), asi el hemo-c (naranja) tiene similar estructura al hemo-b,
pero esta unido covalentemente a residuos de cisteina de la proteina cit-c. Fe*™ es el estado de
oxidaciéon en citocromos reducidos y Fe' el estado de oxidacion en citocromos oxidados.
b). Estructura de la plastocianina, un residuo de cisteina, uno de metionina y dos de histidina unen un

atomo de Cu en un arreglo de tetraedro distorsionado que, cambia su estado de Cu” a Cu*".

En el via ciclica, la plastosemiquinona radical PQ™ producida es muy inestable y pasa el
electron entre la membrana al primer grupo hemo by, del citocromo-bs y de ahi en el mismo
cit-bg al segundo hemo by luego, reduce una oxidada plastoquinona en el sitio Q; del lado del
estroma, para producir un radical plastosemiquinona PQ’", seguido de una segunda reduccion
toma dos protones del estroma para formar PQH; que, se libera al pool de quinonas reducidas
de la bicapa lipidica. En el sitio Qp, cuatro protones son translocados al lumen por dos
moléculas de PQH, oxidadas, de las PQ hechas una retorna al PSII y la otra quinona se
difunde por la capa de lipidos de la membrana para unirse a otro sitio Q; donde es reducido
por el grupo hemo by via PQ™ radical a PQH,, la hidroquinona regenerada es oxidada por la
proteina Rieske del lado del lumen (Figura 9), y asi gradualmente (Carell et al, 1997,
Martinez et al., 1994.
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Figura 9. Complejo citocromo-Bgf de Chlamydomonas reinhardtii y los cofactores implicados en el
transporte de electrones PDB ID 1Q90. a). Vista perpendicular del complejo homodimérico
Citocromo-B¢f desde la membrana, el eje de simetria del dimero esta resaltado por una linea. El
citocromo-bg estd mostrado con estructuras de liston moradas, la subunidad IV es la estructura de liston
gris, las proteina hierro-azufe mostrada como liston naranja, y la subunidad citocromo-f es mostrada
como estructura de liston azul oscuro. Las subunidades pequefias PetG, PerL, PetM, y Petn son las
estructuras de liston rosa ligero. Los grupos hemos-b;, by y f son representados por estructuras de
bastones rojos (las esferas rojas centrales simulan al i6n de hierro) y los grupos hemo extras son los
bastones rojo oscuro localizados entre el hemo-by y el sitio Q;. Los bastones naranjas representan [3-
caroteno y las estructuras de bastones rosa oscuro representan las quinonas. b). Los cofactores
posicionados como en la figura de a lado, y las flechas indican la transferencia de electrones en el ciclo

Q de la oxireduccion de la plastoquinona (PQ) y la plastocianina (Stroebel ef al., 2003).

1.IV. Fotosistema I reduce NADP

La soluble plastocianina reducida proveniente del citocromo Bef viaja a través del lumen hasta
unirse a un sitio positivamente cargado del fotosistema I (PSI), dona un electron y se difunde
de regreso al citocromo Bgf. El PSI estd compuesto de dos partes; el centro de reaccion y el
complejo periférico cosechador de luz I (LHC-I), el PSI también contiene un par de clorofilas
a (Chla), especiales que absorben la luz a 700 nm de longitud de onda como maximo, en
contraste con el PSII, hay alrededor 100 clorofilas antenas ligadas intrinsicamente a dos
grande proteinas (PsaA y PsaB) en el centro de reaccion, el cual consta de 12-14 subunidades
proteicas a saber; PsaA-Psal, PsaN y PsaO. Los heterodimeros PsaA y PsaB como en D1 y

D2 del PSII, fincan el corazéon del PSI uniendo al par especial de chl-a P, el aceptor
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primario de electron Ay (chl-a), A, (filoquinona, figura 10) y una serie de tres proteinas
membranales con un grupo de Fes—S4 conocidas como Fx, Fo y Fg (unidos a PsaC, los dos
ultimos). La excitacion por el foton o el exciton en la P7gy provoca una separacion de cargas
(Chla),” que es luego reducida por la plastocianina al momento de empalmarse a PsaF, el
electron es transferido inmediatamente de P7op a Ag (mondmero de Chl-a) y de aqui a una
filoquinona A, fuertemente unida (su funcioén corresponde a Qa del PSII), de la filoquinona
radical el electron va hacia el centro Fx y sucesivamente a los centros Fa y luego a Fp, en
orden que, el electrén llega a la Ferredoxina (Figura 10 y 11), proteina Fe,S; de 11 KDa
cercana al lado estromal de la membrana tilacoide, esta proteina acarrea solo un electrén a la
vez y se encuentra ligada a la subunidad PsaD, PsaC y PsaE, la ferredoxina reduce a la
flavoproteina asociada a la membrana tilacoidal FNR (ferredoxina NADP' reductasa)
aceptando un electron a la ves, generando un flavino semiquinona, la proteina recibe un
segundo electron para formar FNRH,, el cual transfiere dos electrones y un protéon a NADP"
para crear NAPDH, produciendo NADPH como producto final del transporte fotosintético no
ciclico de electrones (Binda et al., 1998; Xue et al., 1998).

a) b)
(‘3‘ Filoquinona Ferredoxina
CH,
o0,
0 CH, CH, CHs CHs

Figura 10. Estructura de Filoquinona y Ferredoxina. a) La filoquinona contiene la misma cadena
fitol que la Clorofila @ y su funcion corresponde al de la Quinona A (Q4) del PSII. La ferredoxina (b)
es una proteina que contiene un grupo Fe,;S, cordinado por un cuatro residuos de cisteina, el grupo
Fe,S, puede acarrear electrones a la Ferredoxina NADP' reductasa (FNR), asi complementando el flujo

no ciclico de electrones que empezo con la oxidacion del H,O

El centro reaccion del PSI en plantas usa un cinturdn extrinseco de antenas cosechadoras de
luz (LHCI) en el que la organizaciéon modular es de cuatro proteinas con clorofilas
cosechadoras de luz (Lhcal-Lhca4), los cuatro Lhca se juntan en dos dimeros (Lhcal-4

yLhca2-3) para formar una medialuna o cinturon que sobresale de la subunidad PsaF, la
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asociacion con el centro de reaccion es asimétrico en el sentido que, solo el monémero Lhcal
a través de una union hélice se une a PsaG, los restantes tres monomeros a causa que, no
envuelven enlaces helice-helice interaccionan débilmente con el centro de reaccion en los
dominios lumenales y estromales y entre los mismos monomeros. De tal manera que, Lhcal o
el dimero Lhcal-Lhca4 actia como ancla para el ensamblaje y estabilidad de los Lhca. Los
dominios en el extremo C-terminales de PsaA y PsaB del PSI muestran el mismo arreglo
helicoidal de D1 y D2 del PSII, similarmente, el extremo N-terminal de PsaA y PsaB es
parecido en secuencia, estructura y pigmentos a las subunidades cosechadoras de luz
intrinsecas CP47 y CP43 del PSII. Quiza, la caracteristica mas destacada de ambos
fotosistemas son los componentes de que transfieren el electron y su arreglo en dos brazos, en
el cual, un par de cofactores estd relacionado por un eje de simetria perpendicular a la
membrana, esto deja claro que ambos fotosistemas provienen de un ancestro en comun.
Mientras que el PSII produce un potencial de oxidacion muy fuerte en cualquier sistema
biologico, el PSI se encarga de suplementar la célula con equivalentes oxidantes fuertes (Ben

et al.,2004; Ben et al., 2003)
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Figura 11. Modelo del PSI y los cofactores involucrados en el transporte de electrones. a) Vista de

lado del PSI, las coordenadas estructurales del PSI fueron tomadas de PDB 1QZV, 1AG6 y 1A70. El
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centro de reaccion comprende de 12 a 14 subunidades PsaA-Psal, PsaN y PsaO. Las subunidades
estromales son mostradas en estructuras de liston amarillas, las novedosas subunidades no encontradas
en la contraparte de las cianobacterias estin en listones rojos, entretanto que, las estructuras
conservadas son los listones grises, el complejo LHCI (Lhcal-4) son los listones verdes. Los
componentes del flujo de electrones del PSI son; en estructura de bastones verde oscuro las clorofilas
con el i6n Mg central como esfera naranja, las filoquinonas son los bastones morados y los grupos de

Fe4S,4 son resaltados como esferas verdes y rojas, la plastocianina es simulada por estructura de listones
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naranja con su i6n cobre como esfera azul y la ferredoxina es el liston morado y su grupo Fe,S, son las
esferas verdes y rojas. b) Dibujo de las subunidades del centro de reaccion del PSI y los procesos en
los que se involucran. ¢) Cofactores implicados en la conduccion de electrones del PSI, posicionados
como se indico en la parte a, dos residuos de triptofano que pueden estar implicados en el paso del
electron de la plastocianina a Py son presentados como listones rosa claro y azul claro dentro del

contexto de su ambiente estructural secundario.

LI.V. La ATP Sintasa y su mecanismo rotatorio.

Una parte de la energia luminosa capturada es almacenada como NADPH al viajar el electron
desde la molécula de agua. Sincronizadamente, los protones son bombeados al interior
(lumen) de la membrana tilacoide conservando la energia en un potencial electroquimico, éste
gradiente de protones provee la energia necesaria para la sintesis de ATP dependiente de luz a
partir de ADP y un fosfato inorganico (P;) por la ATPasa o ATP sintasa, evento conocido
como fotofosforilacion. Proceso descubierto por Daniel Arnon en 1954, en condiciones
normales la fotofosforilacion es llevada acabo por un flujo de electrones, sin embargo, en
condiciones controladas la fotofosforilacion puede llevarse de manera independiente del flujo
de electrones, conocido como flujo desacoplado. Ahora se sabe que, la fotofosforilacion
funciona via mecanismo quimiosmotico, propuesto por Peter Mitchell en 1961 (Edinburgo),
tal hipdtesis menciona que el flujo de electrones acoplado a la fotofosforilacion genera un
gradiente electroquimico de protones, llamado Fuerza Proton Motriz (PMF por sus siglas en
ingles o Ap) que suplementa la energia para la sintesis de ATP. El principio bésico de la
quimiosmosis es la diferencia en la concentracion de iones y la diferencia de potencial
eléctrico a través de la membrana son fuentes de energia libre disponibles para célula, seglin la
segunda ley de la termodindmica cualquier distribucién de energia o materia no uniforme es
fuente de energia. En 1966 André Jagendorf'y colaboradores presentaron evidencia conclusiva
que apoya la hipdtesis quimiosmotica de la fotofosforilacién, donde los cloroplastos sintetizan
ATP en la oscuridad cuando se imponen a un gradiente electroquimico de pH a través de la
membrana tilacoide, ellos suspendieron cloroplastos en un buffer dcido de pH 4 con el
objetivo de acidificar el lumen tilacoidal, agregaron fosfato inorganico (P;j) y ADP a la
suspension y rapidamente la mezcla fue transferida a un buffer alcalino de pH 8, asi generando

una diferencia de pH de 4 unidades en el lumen &cido con respecto al exterior estromal,
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provocando una rafaga de sintesis de ATP acompainado con la desaparicion del gradiente de
pH a través de la membrana tilacoide (Taiz y Zeiger, 2002; Heldt y Heldt, 2005; Yoshida et
al.,2001).

De tal suerte que, la energia guardada en protones del proceso luminoso es util para sintetizar
ATP por la o ATPasa o complejo CF;-CF, (C es por cloroplasto y F de Factor). El complejo
enzimatico se encuentra tanto en la membrana interna mitocondrial, en la membrana
plasmatica en bacterias como en la membrana tilacoidal de cloroplastos, estad enzima se ha
mantenido constante durante la evolucion con >60% de su secuencia aminoacidica conservada
en la subunidad catalitica 3. La ATPasa es un complejo consistente de una parte integrada a la
membrana tilacoide llamada Fy que canaliza los protones pasantes por la membrana, unido a la
porcion estromal F; donde se haya el lugar catalitico encargado de la formacion de ATP a
partir de los substratos ADP y P;, utilizando la energia de PMF. Todas las F;-ATPasa estan
estructuradas por una parte hidrofilica CF; y CF, es la parte hidrofobica. Las subunidades
unicas menores €, Y y O construyen el tallo central de F; conectado al cilindro hecho de
alternadas tres copias de las subunidades mayores o y 3 (o33) circundantes a la subunidad vy.
El complejo hidrofobico Fy de cloroplastos, se conforma de las subunidades I, II, III, y IV en
una posible disposicion estequiométrica de 1:2:14:1 respectivamente, igual corresponde a las
subunidades a, b, y ¢ de mitocondria, mientras que la subunidad IV es similar en secuencia a
la subunidad a. La subunidad Illc contiene dos hélices transmembranales apareciendo en
conjunto de 14 para formar un anillo que expande la membrana, se cree que, en la zona
hidrofobica de la membrana tilacoide la subunidad Ia se asocia con la superficie exterior del
anillo de proteinas Illc, ademas las dos subunidades Follb se asocian con Fola y F16 como lo

muestra la figura 12 (Boyer, 1989; Stock et al., 2000) .

Andlisis estructurales con cristalografia de rayos x confirman un arreglo del subcomplejo Fiaf3
para formar una sola camara con sitio de unién a un nucledtido de adenina, de esta manera se
forman tres camaras de reaccion representando los diferentes momentos de la sintesis de ATP,
una camara contiene ADP (Ppp), otra camara lleva un andlogo de ATP (Brp) (5" adenilil-

imidodifosfato, AMP-PNP difiere en que los ultimos dos residuos de fosfato estan conectados
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Thylakoid Ium:n lli(c)
Figura 12. Modelo de la ATPasa de cloroplasto. Los dominios F; y Fy también se conectan por un

segundo tallo periférico sirviendo quizd como estabilizador al contrarrestar la tendencia de aff de
seguir el giro del tallo central Fy, erigido por las dos idénticas subunidades Follb (morado), ambas
interactiian en su dominio transmembranal (una a helice cada uno) con la proteina de Fy la (morado) y
la proteina & del dominio Fy, la subunidad 6 no es mostrada porque no se sabe su localizacion exacta,
pero se piense que se conecta con las dos subunidades 116 de FO y el subconjunto af3 de F;. En rojo la
proteina y y en café la subunidad &, aunque no se conoce mucho de la subunidad IV ha sido agregada
esquematicamente, tanto el subconjunto a.f mostrado en verde, como el subconjunto of3 gris y azul

simulan los diferentes estados de cambios en el sitio catalizador de ATP.

por un atomo N) y la restante camara estd vacante (Bg). La subunidad y es una estructura larga
y enrollada en forma de espiral asimétrica que sobresale de entre F; y se dobla hacia el lado de
la camara af con ADP (Bpp). Segiin Boyer el movimiento rotatorio de y fuerza al dominio del
extremo c-terminal de la subunidad {3 a girar ~30° alterando la estructura del sitio de union al
nucledtido de adenina de la subunidad 3, estos cambios se alternan hasta completar un ciclo y
liberar ATP, puede existir la accion contrario de hidrolizar el ATP induciendo la rotacion de
gama en el sentido opuesto, con esto se bombean protones en la direccion contraria. La
rotacion de y y €, tallo central F;, se conectada con la rotacion del anillo de subunidades Illc

fisicamente unidos al tallo de F,, asi formando el motor rotatorio de la ATPasa (Boyer, 1989;

Stock et al., 2000; Yoshida ef al., 2001).
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Cada subunidad Illc tiene dos a-hélices que expanden la membrana, justamente se une el
anillo en la parte hidrofobica de la membrana la proteina Ia, tieniendo consigo dos medios
canales para protones que no expanden la membrana y por donde pueden pasar los protones
pero no traspasar la membrana. Un medio canal esta del lado del lumen tilacoidal y el otro
medio canal del lado del estroma. De los dos canales del protido Ia cada cual interactia con
una proteina Illc del anillo, en la mitad de la segunda hélice de alguna proteina Illc se
encuentra un residuo de aspartato (Asp 61), el Asp 61 dentro del canal luminal esta en su
forma 4cida neutral teniendo contacto con la parte hidrofilica del lumen, en esta parte, el
residuo ASp 61 es protonado para neutralizar su carga y ahora en anillo IIlc puede rotar pero
solo en direccion de las manecillas del reloj, de esta manera el proton puede dar la vuelta al
anillo y llegar al medio canal de la proteina Ia que esta conectado al lado estromal donde el
protén se disocia del acido aspartico y se mueve por el medio canal hacia el estroma, aqui la
concentracion de protones es menor y puede de esta manera ser restaurada. La rotacion por el
gradiente de protones del anillo de subuniades Illc causa la rotacion de la fuermente unida
proteina vy, a la vez el giro de y origina un cambio en la conformaciéon del sitio de union al
nucleotido de adenina en la subunidad {3, el cual sucesivamente promueve la sintesis de ATP

(Stryer et al., 2002).

I.VI. Fijacion de CO., fase oscura de la fotosintesis y sintesis de sacarosa.

Las plantas pueden sintetizar carbohidratos a partir de agua e incorporacion de CO, usando el
poder reductante de NADPH vy la energia de ATP, generados por la oxidacion de agua en las
reacciones dependientes de luz de la fotosintesis. Plantas y otros organismos autétrofos
pueden usar CO, como unica fuente de atomos de carbono para la produccion de celulosa,
almidon, proteinas, lipidos, acidos nucleicos y otros compuestos organicos. Las reacciones que
se llevan a cabo para la reduccion de CO; son realizadas por enzimas en el estroma del
cloroplasto, provistas de la energia del ATP y NADPH. Los organismos autétrofos fijan el
CO; bajo el mismo mecanismo, entre 1946 y 1953 Melvin Calvin, Andrew Benson y James
Bassham, en Berkeley, California, descubrieron el sistema por el cual se fija en CO,, las
investigaciones fueron realizadas en la alga verde Chlorella, posteriores descubrimientos

resolvieron que la fijacion de CO; procede ciclicamente por lo que también es llamado ciclo
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de Calvin, el ciclo de Calvin comprende tres estados, a saber:

ler estado. Carboxilacion del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato para dar origen a dos
moléculas de 3-fosfoglicerato, primer intermediario estable.

2do estado. Reduccion del intermediario 3-fosfoglicerato al carbohidrato gliceraldehido-3-
fosfato (triosa fosfato).

3er estado. Regeneracion del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato de las triosas fosfato formadas

(Taiz y Zeiger, 2002).

El CO; es el compuesto mas oxidado en la naturaleza (+4), el carbono del primer
intermediario 3-fosfoglicerato es mas reducido (+3), y la siguiente forma en gliceraldehido-3-
fosfato es ain mas reducido (+1), la reduccion del carbono atmosférico facilita su
incorporaciéon a componentes organicos. La carboxilacion sucede en el estroma, la
condensacion de CO, a la ribulosa 1-5 bisfosfato es realizada por la enzima ribulosa 1,5
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa o rubisco. Existen dos tipos de rubisco, la forma I se
encuentra el plantas vasculares, algas y cianobacterias, la forma II se presenta solo en algunas
bacterias y es mas simple a causa que se forma de dos subunidades que semejan a dos
subunidades grandes de la enzima de planta. La forma I de la enzima rubisco esta elaborado de
ocho subunidades grandes idénticas (M; 53,000; codificadas por el genoma del pléstido) cada
una contiene un sitio catalitico y ocho subunidades pequenas idénticas (M; 14,000; codificados
por el genoma nuclear) con funcién incierta, al parecer estabilizan el complejo enzimatico
pero no son necesarias para la carboxilacion. Todas las subunidades grandes de rubisco
contienen un residuo de lisina en el aminoacido 201 de ~470 aminoacidos, la rubisco activasa
facilita la reaccion del grupo amino € de la lisina 201 con CO, (éste CO; es diferente al que se
fija a ribulosa 1,5 bisfosfato) para formar carbamato (amida de acido carbonico), incluso la
rubisco requiere un cofactor para la activacion, en esta caso Mg (magnesio) se une a la lisina
carbamoilada y orienta los reactantes al sitio catalitico, la activacion se debe a cambios en la
conformacion de la proteina (figura 13). La Ribulosa 1,5 bisfosfato se une al ion Mg mediante
su grupo ceto del 2do carbon y el grupo hidroxilo adyacente del 3er carbon, complejo que
facilmente desprotona e isomeriza de ceto a enol a la ribulosa 1,5 bisfosfato produciendo un
enediol, a su vez, el ibn Mg polariza CO, atmosférico y lo fija con un ataque nucleofilico al

carbono 2 del enediol generando 2-carboxi 3-ceto arabinitol 1,5 bisfosfato o f-cetoacido. Este
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intermediario de 6 carbonos es hidrlizado enseguida al agregar una molécula de H,O en el
carbono 3 y descompuesto en dos moléculas de 3 carbonos, 3-fosfoglicerato, terminando el

primer paso del ciclo, de fijar CO, (Heldt y Heldt, 2005).
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Figura 13. Fijacion de CO, al aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato, primer paso del ciclo de Calvin. La
fijacion es realizada por la ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, rubisco. El sitio activo de la
rubisco yace en la subunidad larga donde se liga un ion Mg mediante los residuos de aspartato,
glutamato y la lisina carbamoilada de la enzima, La ribulosa 1,5 bisfosfato se une al el i6n Mg, aqui el
aceptor dona un protén y es convertido en enediol, en este momento el CO, polarizado al ién Mg se fija
al aceptor, construyendo un azucar intermediario, una molécula de H,O hidroliza al azucar ramificado
en el C-3 rompiendola en dos la molécula 3-fosfoglicerato. Uno es liberado al instante mientras el otro

es protonado por el residuo de lisina 175 para su liberacion.

El producto de la carboxilacion y descomposicion de ribulosa 1,5 bisfosfato a 3-fosfoglicerato
pasa al segundo paso del ciclo, la reduccion, al ser fosforilado por la 3-fosfoglicerato cinasa
con el uso de ATP generado en las reacciones luminosas produciendo 1,3 bisfosfoglicerato,
¢éste enseguida es reducido a gliceraldehido 3-fosfato y P; por la enzima NADP-gliceraldehido-
fosfato-deshidrogenasa, primero cambiando el residuo fosfato del grupo carboxilo por un
grupo SH del residuo de cisteina en el centro activo de la enzima y asi formar un tioester,
luego un NADPH de las reaccion luminosa reduce al tioester para dar gliceraldehido 3-

fosfato (triosa fosfato), la triosa fosfato isomeraza interconvierte de gliceraldehido 3-fosfato a
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dihidroxiacetona fosfato (figura 14). La mayoria de las de las triosas fosfatos son recicladas
para regenera al aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato y comenzar de nuevo, el resto de las triosas
fosfato pueden ser guardadas para futuro uso como almidon en el cloroplasto o para uso
inmediato en el citosol tanto en formacion de sacarosa para transportarse a tejidos no
fotosintéticos como en la sintesis de hexosas para energia y material de construccion celular

(Nelson y Cox, 2008).
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Figura 14. Triosas fosfato. En la reduccion, la enzima 3-fosfoglicerato cinasa transfiere un grupo
fosforilo del ATP a 3-fosfoglicerato produciendo 1,3 bisfosfoglicerato, el anterior es reducido por la
enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa con el proton donado por NADPH catalizando a la triosa
Gliceraldehido 3-fosfato que es substrato de la enzima triosa fosfato isomerasa interconvirtiendolo a la

triosa dihidroxiacetona fosfato, la isomerasa mantiene a estas dos triosas en equilibrio.

En el tercer paso del ciclo es la regeneracion del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato con los
gliceraldehido 3-fosfato. De la fijacion de tres moléculas de CO, con tres aceptores, se
producen seis moléculas de triosas fosfato (dieciocho carbonos), cinco (quince carbonos) de
seis triosas se reutilizan para regenerar tres ribulosa 1.5 bisfosfato, la ganancia neta es una

triosa (tres carbonos) fosfato de seis que, sera usada para formar almidon o sacarosa. La
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reconstruccion del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato incluye la produccion de varios azicares
intermediarios de cuatro, cinco, seis, y siete carbonos, el ultimo paso en ésta serie de
conversiones requiere un ATP per ribulosa 1,5 bisfosfato o un total de tres ATP (Nelson y

Cox, 2008). De esta manera, se completa el ciclo de Calvin como lo ilustra la figura 15.
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Figura 15. Ciclo de Calvin. Estequiométricamente, cada una de las tres moléculas de CO, es fijada a
una ribulosa 1,5 bisfosfato, eventualmente, producen seis moléculas de 3-fosfoglicerato, s6lo un
gliceraldehido 3-fosfato de tres carbonos es el aprovechamiento neto, mientras que las otras cinco
particulas de triosas fosfato son recicladas en la generacion del aceptor. Durante el ciclo, nueve ATP y

seis NADPH provenientes de la fotosintesis son consumidos.

La ribusco implicitamente tiene actividad de oxigenasa, proceso nombrado fotorespiracion,
ya que el CO; no es substrato especifico de la enzima, sino que, el oxigeno molecular (O,)
compite por el sitio activo de la enzima tanto que, en uno de tres o cuatro ciclos de Calvin es
fijado una molécula de O, obteniendo un hipotético peroxido, intermediario que al agregar una
molécula de agua se hidroliza en dos partes; una en gliceraldehido 3-fosfato y otra parte de
carbonos llamada 2-fosfoglicolato, un producto metabdlicamente inttil. La fijacion de O, al
aceptor no genera alguna ganancia neta de carbohidratos y el 2-fosfoglicolato entra al ciclo C,
para producir CO,, implicando a 2 organelos mas, peroxisomas y mitocondria. El 2-
fosfoglicolato en el cloroplasto es rapidamente desfosforilado a glicolato por una fosfatasa

especifica, posteriormente es transportado al peroxisoma. El rescate del 2-fosfoglicolato es
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energéticamente costoso al haber mas de diez reacciones enzimaticas entre los tres organelos

(Stryer et al., 2002).

En el estroma del cloroplasto de algunas de las plantas los carbohidratos son convertidos en
almidoén como reserva alimenticia temporal, en tanto que en la mayoria de las plantas las
triosas fosfato preceden la sintesis de sacarosa, carbohidrato que es distribuido a otras partes
de la planta como las raices o algiin lugar en desarrollo p.e. en la cafia o el betabel. En la
formacion de almidon, gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato se encuentran en
equilibrio y son substrato del la aldolasa fructosa 1,6 bisfosfato, la enzima da origen a fructosa
1,6 bisfosfato, en orden para ser desfosforilado por la fructosa 1,6 bisfosfatasa, liberando un P;
y una molécula de fructosa 6 fosfato, enseguida la ultima molécula es convertida en una
glucosa 6 fosfato via hexosa fosfato isomerasa, después la fosfoglucomutasa cambia el fosfato
de la carbono 6 al 1, mutando la molécula a glucosa 1 fosfato, la hexosa 1 fosfato es activada
condensandose con ATP via ADP-glucosa pirofosforilasa a ADP-glucosa y liberando un
pirofosfato que es inmediatamente hidrolizado a 2 P; por la pirofosfatasa. Sucesivamente, el
residuo de glucosa de la ADP-glucosa es transferido via a/midon sintasa hacia la preexistente
cadena de glucano creciente oxidando el grupo hidroxilo del no reducido carbono 4 terminal,
resultando asi en un enlace glicosidico al-4. La amilosa consiste de aproximadamente 1000
moléculas de glucosa unidas, atin mas grande es la amilopectina con 10* hasta 10> moléculas
de glucosa unidas, ademas cada 20 o 25 residuos de glucosa hay ramificaciones con enlaces
glicosidico al-6 a otros residuos de glucosa. Los en laces a1-4 del almidon pueden ser rotos

por la accidon de la enzima o-amilasa durante la germinacion (Stryer et al., 2002).

Por otra parte, algunas triosas fosfato en intercambio con fosfatos son exportadas por un
transportador especifico del estroma del cloroplasto al citosol celular, lugar en el que se
sintetiza la sacarosa , disacarido consistente de glucosa y fructosa. La ruta metabodlica en la
que se forma la sacarosa es similar a la ruta en la sintesis de almidon, esto es con la utilizacion
de isozimas ( multiples formas de enzimas con la misma funcién catalitica pero con diferente
secuencia de aminodcidos, diferente afinidad por substratos y otras propiedades), por la via de
la fructosa 1,6 bisfosfato y glucosa 1 fosfato con la diferencia que esta ltima es activada con

UTP via UDP-glucosa pirofosforilasa, enzima analoga a ADP-glucosa pirofosforilasa estromal
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del cloroplasto, liberando UDP-glucosa y un pirofosfato que es hidrolizado a 2 P; (Heldt y
Heldt, 2005).

La sacarosa 6 fosfato sintasa (SPS), figura 16, cataliza la transferencia del residuo glucosa de
la Uridina Difosfato-glucosa a la fructosa 6 fosfato para elaborar sacarosa 6 fosfato enlazado
mediante glucosa al-B2 fructosa, incluso SPS integra como complejo a la sacarosa fosfato
fosfatasa para desfosforilar la sacarosa 6 fosfato y crear sacarosa. La forma para transportar
los carbohidratos es la sacarosa, p.e. en la produccion de la celulosa la sacarosa sintasa (actia
reversamente a SPS) usa sacarosa citosolica y UDP para hacer fructosa y UDP-glucosa, la

glucosa del ultimo actiia como precursor en la sintesis de celulosa (Heldt y Heldt, 2005).

STROMA CYTOSOL
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Figura 16. Actividad de la sacarosa fosfato sintasa o SPS. La enzima SPS favorece la reaccion entre
el carbono a1 de la glucosa de la UDP-glucosa y en carbono 32 de la fructosa, tanto la fructosa como
la glucosa provienen de las triosas fosfato translocadas del estroma del cloroplasto al citosol celular, en
esta parte de la célula las isozimas trabajan como en el estroma, condensando las triosas y formando
fructosa 1,6 bisfosfato, asi sucesivamente hasta formar glucosa 1 fosfato, la isozima UDP-glucosa

pirofosforilasa condensa esta ultima hexosa con UTP en UDP-glucosa y libera PP;.
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I1. ANTECEDENTES

EL gen sacarosa fosfato sintasa (SPS E.C. 2.3.1.14 ) actua en el citoplasma de la célula
sintetizando la reaccion entre la UDP-glucosa y la fructosa 6 fosfato, tal glicosiltranferasa,
posiciona el grupo glucosidico de la uridina difosfato glucosa a la F6P, formando asi al
disacarido sacarosa 6 fosfato, este es desfosforilado al instante por la enzima hidrolasa
sacarosa 6 fosfato fosfatasa alcalina (SPP E.C. 3.1.3.00), con el cual forma complejo SPS,
para crear sacarosa que puede ser transportada a los lugares no fotosintéticos de la planta y ser
usado como fuente energética o ser precursor de la sintesis de compuestos como la celulosa.
La actividad de SPS en hojas frecuentemente se correlacionada con los niveles de sintesis de
sacarosa y exportacion (Geigenberger et al., 1999). La clonacion de SPS, para su estudio, ha
sido realizada en varias especies de plantas; primero fue la enzima de maiz (Worrel et al.,
1991), después de espinaca (Sonnewald et al., 1993, Klein et al., 1993), luego de papa
(Sonnewald y Basner 1993), posteriormente de betabel (Hesse et al., 1995) y de arroz
(Valdez-Alarcon et al., 1996).

I1.1. Caracteristicas de SPS

Esta enzima en hojas de plantas puede ser regulada a diferentes niveles jerarquicos como en la
regulacion de la transcripcion del gen, pero es principalmente controlada a nivel enzima, en
oscuridad es inactivada o menos activa mediante la fosforilacion covalente reversible en el
grupo OH- del residuo de serina 158 via sacarosa fosfato sintasa cinasa (SPSk) y para activarla
es desfosforilada por la sacarosa fosfato sintasa fosfatasa (SPS-PP tipo 2A), la iluminacion
aumenta la diligencia de SPS-PP probablemente por la sintesis de novo; también la uniéon no
covalente o alostérica del metabolito glucosa 6 fosfato (G6P) activa la enzima sacarosa fosfato
sintasa e¢ inhibe a SPSk. La afinidad de la enzima por los substratos UDP-G y F6P es
modificada, SPS fosforilado muestra menos afinidad por los substratos como por su efector
alostérico, SPS desfosforilado muestra mayor afinidad para el efector G6P como hacia los
substratos y menor afinidad por Pi (inhibidor). La enzima SPS es atin mas compleja, se ha
estudiado en tubérculos de papas y hojas de espinaca en condiciones hiperosmoticas y han
resuelto que ésta enzima es activada al ser fosforilada en el grupo OH- del residuo de serina en
la posicion 424 por la cinasa SPSk dependiente de calcio activada por estrés osmotico, ésta

fosforilacion podria actuar antagonicamente a la fosforilacion inhibitoria del residuo 158 de
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serina conjuntamente con un decrecimiento del 90% en almidon y tres veces mas sacarosa,
relacionado con la acumulacién del disacarido en reaccion a estrés de agua y e incluso a las

bajas temperaturas (Huber y Huber, 1992; Toroser y Huber, 1997; Geigenberger et al., 1999).

En plantas superiores y en respuesta al estrés osmotico, la reduccion del potencial de agua
celular es controlado por la sintesis de osmolitos como el azucar, facilitando la absorcion de
agua proveniente del ambiente y dirigiendo la reparticion de carbono hacia la sacarosa
(Toroser y Huber, 1997), aunando a lo anterior, se cree que SPS de planta regula

osmoticamente la presion de la turgencia intracelular en eucariontes (Huynh et al., 2004).

Al parecer, entre las especies discrepantes de SPS solo existen diferencias cuantitativas y no
cualitativas, es decir que, la enzima especificamente actua en la sintesis de sacarosa. Hay
algunas desigualdades sobre el control de SPS, algunas especies presentan una marcada
activacion de SPS en presencia de luz (nombradas como clase I), mientras que la clase II es
sensible a metabolitos bajo condiciones de saturacion o limitacion, por ultimo SPS clase III no

reacciona con la luz pero su actividad es influenciada por fosforilacion (Huber y Huber, 1996).

Las variantes propiedades de SPS permiten distribuir el flujo de carbono o triosas P entre la
sintesis de sacarosa y la de almidén en respuesta a sefiales de luz/oscuridad o cambios en la
demanda de sacarosa. Actualmente, el rol en la reparticion del carbono de SPS en hojas esta
bien entendido y ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, falta comprender el papel de
SPS en la distribucién de carbono en la planta entera. En planta de tomate (Lycopersicon
esculentum, dicotiledonea) fue expresado en gen SPS de maiz (Zea mayz, monocotiledonea)
encontrando que, la distribucion de carbono fue mayor en tallo que en raiz, hubo por lo tanto,
un incremento en el radio del peso de la masa seca del tallo correlacionado con el incremento
de actividad de SPS en hojas y un decrecimiento en el radio del peso de la materia seca, no
correlacionado con tal incremento de actividad SPS en raiz (Galtier et al., 1993).
Experimentos realizados con SPS de maiz en plantas transgénicas de tomate realizados por
Laporte et al. (2001), demostraron que, actividad excesiva de SPS provoca un decrecimiento
en el rango de sintesis de aminoacidos que podria explicar la respuesta no linear del

crecimiento de la planta, efecto del cambio de reparticion de carbono entre el almidon,
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sacarosa y compuestos ionicos (principalmente aminoacidos) y ademas, s6lo una expresion de

aproximadamente lo doble resulta en un crecimiento optimo y produccion de frutos.

En Nicotiana tabacum se sobre expresaron tres genes del metabolismo de la sacarosa, UDP-
glucosa pirofosforilasa UGPasa, sacarosa fosfato sintasa SPS y sacarosa sintasa SuSy, creando
inicialmente creando plantas con un Unico transgen, entre las cuales fueron sucesivamente
cruzadas para engendrar lineas transgénicas portadoras con dos y tres transgenes; la
manipulacion de estos tres genes no tuvo efecto en la produccion de celulosa, por su parte
todas la lineas tuvieron incrementos en el crecimiento de la altura, esto es congruente con la
sobre expresion individual de alguno de estos genes en experimentos previos realizados por
Park et al., (2008) y Coleman et al., (2006) presentando un incremento del 15% en la altura
del tabaco. Las plantas conteniendo dos trangenes exhibieron una incremento en la altura del
10% - 48%, y las plantas que sobre expresaban los tres genes SPS, UGPasa y SuSy tuvieron
un ligero incremento en la altura con respecto a lo anterior, en general las lineas transgénicas
exhibieron una cantidad reducida de carbohidratos en las hojas, probablemente por el
transporte directo de los fotoasimilados al tallo y el rapido uso de estos para el aumento del
crecimiento. En este mismo estudio se observo una alteracion del nimero de internodos
florales asi como un retardo en el tiempo de floracion relacionado con la altura de la planta,
esto es, que la linea de planta mas altas fue la ultima en florear, a causa que el almidon no se
almacena en las plantas transgénicas es posible que esto sea una razon en el retraso de la
floracion. La floracion ha sido asociada con el contenido de carbohidratos, la degradacion del

almidon y transporte de sacarosa hacia los meristemos del tallo y raiz (Coleman et al., 2009).

SPS se ha registrado también en tallos de cafia de azucar (Zhu et al., 1997), cotiledones
heterotroficos de Ricinus (Geigenberger y Stitt, 1991), frutas de kiwi (MacRae et al., 1992) y
durante la maduracion de bananas (Hubbard et al., 1990). Lo anterior ha llevado a creer en
algunas posibles funciones en tejidos no fotosintéticos; una es que, SPS podria re-sintetizar
azucar, como en tubérculos de papa, después que la sacarosa se escinda y viaje via apoplastica
o simplastica. Otra idea es que, SPS esta involucrado en un ciclo regulatorio en el cual la

sacarosa es simultaneamente degradada y re-sintetizada (Geigenberger y Stitt, 1993).
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ILIL El gen de la sacarosa fosfato sintasa de O. sativa ssp. indica, sps1.

En arroz (Oriza sativa sub. Indica) se caracterizo el gen sps/ con 13 exones y 12 intrones,
productor de una proteina de 1048 aa (116.4 kDa) que segin por sus caracteristicas
bioquimicas se puede clasificar como clase I, asimismo, SPS de A4. thaliana es clasificado
como clase III. La comparacion de la secuencia de aa de SPS de maiz y arroz, ambos de la
clase I, reporta un 78.4% de identidad, en tanto que, la comparacion de la porcion N-terminal
de arroz, maiz, espinaca y tomate, especificamente la region de 180 a 700 aa es notablemente
conservada, al contrario de la parte C-terminal es menos conservada. Se determind que la
region 5° UTR de 368 nucledtidos, contiene algunas secuencias repetitivas involucradas en la
formacion de la estructuras secundarias. Atn mas, mediante Southern blot se demostré que
solo hay un gen codificante para SPS en el ADN gendémico de arroz (Valdéz-Alarcon et al.,

1996)

En cuanto la expresion tejido especifico del gen spsi, fue determinada transcripcionalmente
por reacciones de RT-PCR in situ, detectando productos de la reacciéon RT-PCR del mRNA de
spsl en células mesofilas de la hoja, en escutelo y aleurona de la semilla, interin no fueron
detectados productos de RT-PCR en tejido vascular, interesantemente hay un gradiente de
expresion del mRNA del gen sps/ identificado por RT-PCR in situ en la hoja que cubre el
tallo, siendo mayor la expresion en la parte mas externa de la hoja que estd mas expuesta a la
luz que gradualmente va disminuyendo hacia la parte mas interna. Analisis por computadora
del promotor del gen sps/ hasta los 2,196 pb permitié identificar algunos motivos cis
involucrados en la regulacion de este gen, dos clases de elementos se encontraron en el
promotor; uno es de la clase de elementos en respuesta a luz (LREs por light responsive
elements), motivos regulados por luz y en tejido especifico encontrados en genes de la
fotosintesis. La otra clase de motivos encontrados fueron los elementos en respuesta a
giberelinas (GARE gibberellin-response elements) presentes también en los genes a-amilasa,
ademas, se encontr6 la secuencia cis principal de elementos de respuesta a baja temperatura.
Para analizar el patron de expresion de sps/ tomaron 1.8 kb del promotor junto con el 5 UTR,
el primer exdn, el primer intrén y parte del segundo exén fusionados transcripcionalmente al

gen de reportero GUS, creando un gen quimera sps-gus/, encontrando actividad de GUS en
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células mesofilas y sin actividad en tejido vascular (xilema y floema) de la hoja, igualmente
fue para la hoja que cubre el tallo pero con un patrén de mayor actividad GUS en la zona mas
externa de la hoja y menor actividad en la parte mas interna o menos expuesta a la luz de la
hoja. La presencia de secuencias LREs en el promotor de sps/ proponen una regulacion por
luz, en las hojas de las plantas transgénicas sps-gus/ la actividad de SPS es 65% mayor en
plantas con 16 hrs de luz/8 hrs oscuridad en relacion con la plantas en continua oscuridad,
otras plantas fueron crecidas en las mismas condiciones para la deteccion de actividad GUS,
no habiendo actividad de GUS en las hojas primarias de plantas en continua oscuridad,
mientras que la actividad de GUS fue detectada en la hoja completa de plantas con luz. Tanto
en hojas expandidas como en hojas que cubren el tallo, la distribucion de la actividad de SPS
es basipétala, lo que es, del dpice hacia la base. En contraste, durante el desarrollo de la hoja
emergente solo hay actividad GUS en el apice, sugiriendo que sps/ sigue un patrén de
expresion transicional de tejido fuente a tejido consumidor. Conforme la hoja va
desarrollandose de importador neto de azucar, siendo la yema del brote y la hoja inmadura, la
actividad de GUS va aumentando concomitante con la actividad de SPS durante en desarrollo
de hojas expandidas o exportadoras de azlcar. Sobre el mismo gen quimera sps-gusl/
detectaron expresion de GUS en escutelo de plantulas de tres dias de germinacién como
también durante la germinacion de la semilla en la que el almiddn, los lipidos o 4cidos grasos
son convertidos en el disacarido sacarosa que es transportado del endospermo al embrién a
través del escutelo. Adicionalmente, en las plantas transgénicas sps-gus/ se detecto actividad
GUS en otro tejido, en el polen el promotor de sps/ dirigié la expresion del gen quimera. En
cuanto que no identificaron expresion de GUS en las raices de los transgénicos, la tincién de
GUS fue localizada en el polen de las inflorescencias inmaduras, pareciendo que sps/ es

expresado durante el desarrollo de polen (Chavez-Barcenas et al., 2000).

El promotor de sps/ no tiene caja TATA reconocible ni secuencias iniciadoras cerca del sitio
de inicio de la transcripcion, en su lugar, rio arriba del sitio de inicio a la transcripcion tiene
algunas regiones ricas en G/C, secuencias degeneradas del lugar de union a Sp1. Utilizando el
sistema de bombardeo de particulas realizaron ensayos de expresion transitoria en discos de
hojas de tabaco midiendo los radio de los focos de fluorescencia verde/azul del gen reportero

GFP derivaron que, el promotor sps/ es débil. Con el mismo sistema de bombardeo se
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demostrd la expresion tejido especifico dirigida por el promotor sps/ en semillas de arroz
germinantes, notablemente, delimitaron una parte hasta la posicién -1830 del promotor con
capacidad de expresion en ambas capas, escutelo y aleurona de la semilla, a partir de tal
posicidn el promotor conduce una expresion exclusivamente en escutelo y no en aleurona de la
semilla. Con plantas transgénicas de arroz se evidencid la expresion tejido especifico
controlada por el promotor sps/, andlisis histoquimicos a semillas germinantes sugieren que
desde -1857 del promotor hacia 5’ se encuentran los elementos que suprimen la expresion en
aleurona ya que solo hay expresion en escutelo. Complementariamente, la expresion tejido
especifico se demostro al situar actividad GUS en el mesoéfilo y no detectar GUS en epidermis
y tejido vascular de la hoja de plantas transgénicas. La expresion tejido especifico también se

identifico en granos de polen de la antera en desarrollo (Martinez-Trujillo ef al., 2004).

La parte minima funcional del promotor de sps/ se ha reducido a 22 pb en las proximidades de
la posicion -6 a +15 segun el sitio de inicio de la transcripcion, asi descartando la intervencion
de las regiones ricas en G/C junto con el factor de union Spl en los promotores de plantas, y
eliminando la posibilidad de que actuen elementos DPE (Downstream Promoter Elements) por
que la secuencia consenso no estd presente, para esto, se identifico la secuencia TCACCC
como iniciadora en base a que estan superpuestos pirimidinas cumpliendo la regla de purina
+1 y pirimidina -1 (Martinez-Trujillo et al., 2008). Los promotores sin caja TATA se han visto
en la mayoria de las genes nucleares de la fotosintesis, apuntando a la presencia de elementos

activadores en el promotor por luz (Nakamura et al., 2002).

El 5 UTR o lider de sps/ es inususalmente largo con 368 pb y se predice una estructura
secundaria estable (con -106.6 Kcal/mol). En éste 5° UTR hay algunas secuencias TC como
elementos potenciadores de la funcion del lider. El control génico del gen SPS tiene diferentes
ordenes, ocurriendo cada uno progresivamente, siendo el principal de estos la regulacion
transcripcional. En el caso de sps/, la porcion 5° UTR determina el nivel de expresion dirigido
por el promotor, lo anterior fue determinado usando el método de bombardeo de particulas
ensayado en disco de hojas de tabaco para la expresion transitoria de tres diferentes
construcciones; una de estas es el promotor de -2 kb fusionado transcripcionalmente (hasta

+20) al gen uidA, otra construccion, el promotor méas 5° UTR, por tltimo el promotor, el lider,
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primer exon y parte del segundo (hasta +676) fusionados al gen uidA, obteniendo que, la
remocion de los exones y el intrén no tiene cambio o efecto alguno en la accion de GUS con
relacion al promotor mas el lider, en cambio el promotor solo, es decir, la eliminacion del
lider, confiri6 una disminucion de hasta 10 veces en la intensidad del gen reportero. Sabiendo
que la regulacion de la expresion de GUS por el lider podria ser transcripcional o traduccional,
se fusiond el lider hacia el extremo 5’ del promotor truncado -90 y -46 del CaMV 35S para
controlar la expresion de GUS, y no hubo ningiin cambio en la expresion de GUS mostrando
que no tiene efecto transcripcional. Por lo cual el 5> UTR fue insertado en direccion 3" del
promotor entre éste y el gen uidA, los ensayos de expresion transitoria mostraron que el lider
clonado sélo en su orientacion nativa entre el promotor débil -46 de 35S CaMV vy el gen uidA
potencia la expresion de GUS hasta 10 veces, inclusive el 5° UTR clonado en medio de
promotores fuertes, como el completo de 35S CaMV o CVMV, y uidA amplifica la expresion
de GUS 30% mas. Para estudiar SPS en condiciones fisioldgicas dos vectores binarios fueron
usados para crear plantas transgénicas de A4. thaliana, uno contenia el promotor -46 de 35S
CaMV::uidA y el otro -46::5’UTR-uidA, se elaboraron extractos de cada planta transgénica
para cuantificar los niveles de GUS por analisis fluorométricos, se pudo medir 13 veces mas
actividad de GUS en la planta con el lider que en las lineas sin el lider; la estructura secundaria
del 5> UTR podria intervenir en la regulacion, para responder a esto, los niveles de ARNm de
lider-GUS se evaluaron valiéndose de la técnica RT-PCR en dos pasos en las plantas
transgénicas de A. thaliana con las construcciones con y sin lider; el radio de los productos de
las amplificaciones de PCR GUS provenientes del ARNm entre ambas lineas transgénicas
revel6 que los niveles de transcritos de GUS son semejantes y que el lider de sps/ no altera la

estabilidad del RNAm (Martinez-Trujillo ef al., 2003).

Con la intencion de conocer como actia el 5° UTR en la traduccion, llevaron a cabo
experimentos in vitro de construcciones génicas en la cuales el gen uidA4 se cloné al promotor
T7 sin el lider y con el lider, usando un sistema de transcripcion in vitro dependiente del
promotor T7 su obtuvieron transcritos entrambos plasmidos, iguales cantidades de estos
. . . . . 35
transcritos fueron sometidos a traduccidn in vitro usando extracto de germen de trigo con ~°S
metionina, resultando en un incremento de 3 veces mas incorporacion de *°S metionina en los

productos de traduccion de los transcrito de GUS con lider en comparacion con trascritos sin
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lider. Sugiriendo que el 5> UTR actia como un potenciador traduccional, a través del cual
estan contenidos secuencias reiteradas o elementos estructurales responsables de la actividad

potenciadora durante la traduccion del ARNm (Martinez-Trujillo et al., 2003).

En las plantas y animales, los 5 UTR son generalmente cortos de alredor 20 a 100 nucledtidos
(Joshi, 1997). Tales regiones lider son clasificadas conforme al mecanismo ejecutante de la
siguiente manera: (a) presencia de uORFs cortos en la region lider, los cuales tienen un efecto
inhibitorio durante la traduccion, los uORFs falsos son traducidos y por lo tanto reducen el
inicio de la traduccion rio abajo del codon de inicio (Fiitterer y Hohn, 1996). (b) Potenciacion
de la traduccion dirigido por el lider solo o coadyuvado con la regién 3’ trailer, como en el
virus mosaico de tabaco (TMV con un lider de 68 bases) las repeticiones de secuencias en la
region lider © en donde una secuencia de 8 nucleodtidos se haya repetida dos o tres veces al
mismo tiempo que una region de 25 nt (CCA)n (Gallie y Walbot, 1992), en el gen nuclear
psaDb codificador de la subunidad D del fotosistema I de N. sylvestris la estructura primaria
del ARNm es responsable de la eficiencia traduccional, su 5° UTR (con 23 bases) aumentador
de la traduccion tiene secuencias redundantes de TC caracterizadas por controlar la actividad
potenciadora del lider; las mismas secuencias repetitivas TC estan en el lider del gen nuclear
FedA de A. thaliana (Yamamoto et al., 1995); ciertamente en el lider de FedA lleva la
secuencia ACAAAA traslapada dos veces rio arriba del ATG de inicio de la traduccioén
(Caspar y Quail, 1993), repeticion que ademads portan los genes de ferredoxina de espinaca
(Wedel et al., 1988) y de guisante, Fed-1 (Dobres et al., 1987), entre otros. Un caso de
incremento en la traduccidon por colaboracion de 5° con el 3’ UTR es el del gen a-amilasa de
cebada (Gallie y Young, 1994). (c¢) Los potenciadores de la transcripciéon o elementos
silenciadores han sido documentados en las regiones lideres de algunos genes como lo son,
PetH, PetE y PsaF (codificadores para ferredoxina-NADP oxidoreductasa, plastocianina y
subunidad III del fotosistema I, correspondientemente) que tienen secuencias reiterantes que
incrementan la expresion cuantitativa transcripcional (Bolle et al., 1994), por el contrario el
lider del gen LATS59 inhibe la acumulacion del ARNm (Curie y McCormick, 1997). (d) La
existencia de secuencias de elementos que median la estructura secundaria, estabilidad y vida
media del ARNm han sido registradas, la abundancia del ARNm del gen Fed-1 es regulado

por luz, se evidencié un elemento repetido en el 5 UTR capaz de alterar la estabilidad del
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ARNm vy la capacidad de carga de poliribosoma, en luz el ARNm es estable cuando se asocia
con el poliribosoma pero en oscuridad no se asocia con el poliribosoma y el ARNm es
rapidamente degradado por un proceso que involucra estas secuencias (Dickey et al., 1998),
otros genes en los cuales el 5> UTR eleva la estabilidad y abundancia del ARNm son el

Lhcbl*4 de guisante y un gen de heat-shock de Daucus carota (Anderson et al., 1999).

Se ha propuesto que los lideres pueden actuar de manera pasiva al no presentar limitaciones a
la subunidad ribosomal 40S durante la busqueda del codon de inicio de traduccion, o mediante
un mecanismo activo que requiere un factor regulador actuante en trans. La redundancia
funcional de secuencias repetitivas del 5° UTR podrian intervenir en la efectividad de la
traduccion estableciendo una afinidad mayor o un requerimiento menor de los componentes la

maquinaria traduccional (Jobling y Gehrke, 1987; Timmer et al., 1993; Wang et al., 1997).

Las redundancias de elementos formados por secuencias consenso en la region lider del ARN
genomico del TMV estimulan la traduccion ensamblando especificamente una proteina de 102
kDa de union a ARN en la region de poli(CAA) homologo a HSP101 (Heat Sock Protein)
(Wells et al., 1998), la misma proteina también ha sido reconocida por unirse al iLRE (internal
light-regulatory element) en el 5° UTR e intensificar la traduccion del transcrito del Gnico gen
para ferredoxina Fed-1 de guisante, secuencias ricas en CA similares al elemento poli(CAA)
del lider Q del TMV han sido determinadas como el sitio de union de la proteina HSP101
(Ling et al., 2000). Comparablemente ambos genes el de FedA de A. thaliana junto con psaDb
de N. sylvestris contienen secuencias profusas en TC (como la serie TCTCTCAA de psaDb),
la substitucion de tal caja de secuencias decrece la eficiencia de la traduccion, entonces
permitiendo especular que la traduccion de los dos genes puede ser potenciados por el mismo

mecanismo (Yamamoto et al., 1995).

Analisis del lider de sps/ exhibieron una estructura secundaria estable de -106.8 kcal/mol con
varias configuraciones tallo y asa con efecto positivo en la traduccion (Martinez-Trujillo ef al.,
2002). Dentro del lider existen cinco regiones copiosas en TC, que forman parte de las
estructuras tallo y asa del ARNm, como posibles censores de la funciéon potenciadora

traduccional del lider de spsi. Deleciones hechas al 5> UTR han justificado una redundancia

36



funcional provocada por la distribucion de los grupos de secuencias repetidas a causa que en
las versiones truncadas del lider sps/ hay al menos una repeticion de TC (Martinez-Trujillo et
al., 2003). Por lo anterior, es posible suponer que alguna proteina especificamente actiie en

trans sobre el 5° UTR del ARNm de sps/ y aumente la traduccion.

I1.ITI1. Método de tres hibridos en S. cerevisiae.

Para analizar los complejos ARN-proteina se ha usado un método genético molecular; el
sistema de tres hibridos en levadura (Saccharomyces cerevisiae) toma ventaja de la unién
especifica de la proteina al ARN, la interaccion puede ser detectada rapidamente en levadura
de una manera independiente al rol bioldgico de la proteina y el ARN, el sistema faculta un
monitoreo del crecimiento celular por auxotrofia aminoacidica, al momento de la activacion
del gen reportero nutricional HIS3 (dictador de una proteina necesaria para la biosintesis de
histidina) o por el color de las colonias inducido por la actividad del gen repotero LacZ al

metabolizar su substrato cromogénico (Bernstein et al., 2002).

Hybrid
protein 2
Hybrid
RNA
RNA binding \Eelea oy}
MS2 domain Y ESIIRET

Hybrid
protein 1

—

DNA binding site reporter gene

Figura 1. Diagrama del sistema de tres hibridos de levadura. Una proteina hibrida 1 contiene un
dominio de unidén a ADN (p.e. LexA) en el extremo N junto con un dominio de unién a ARN (p.e.
proteina MS2 que se une y encapsida el ARN viral) en el extremo C terminal; E1 ARN quimera
contiene dos concomitantes sitios de union MS2 clonados junto a el ARNX de secuencia conocida e
interés; en la proteina hibrida 2 el dominio de activacion transcripcional (AD) Gal4 invariablemente va
en el N terminal mientras que en el extremo C terminal va insertado el péptido Y de union a ARN en
busqueda. Los genes reporteros HIS3 y LacZ son regulados por los operadores LexA (cuatro

repeticiones en el promotor de HIS3 en tanto que ocho en el promotor de LacZ).
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En el sistema de tres hibridos (Figura 1), la levadura contiene en su genoma los genes
reporteros HIS3 y LacZ bajo el control de multiples copias de un sitio de union del ADN de 17
nucledtidos, o UAS, upstream activating sequence (Putz et al., 1996), secuencia reconocida
por una proteina hibrida 1 hecha de un dominio de uniéon a ADN originaria de la proteina
LexA de E. coli fusionado a la proteina capsidica de unién a ARN del bacteriofago MS2, el
ultimo es un pequefio polipéptido que se une especificamente como dimero a una secuencia
conocida para tallo-asa de 21 nucle6tidos del ARN MS2 (SenGupta et al., 1996). La molécula
quimera de ARN consta por una parte de dos copias en tandem del sitio de unioén para la
proteina MS2 unido a la secuencia ARN de interés conocida, X, en cual se asocia un
polipéptido de union a ARN en busqueda, Y, el ARN hibrido es bifuncional a causa que
contiene el sitio de union para el péptido Y de union a ARN. El polipéptido quimera 2 porta la
proteina cognado Y de uniéon a ARNX asociado al dominio de activacion transcripcional Gal4

de levadura (Bernstein et al., 2002).

El método fue disenado para descubrir proteinas que se unen a una secuencia de ARN
conocida, para la confirmaciéon de interacciones ARN-proteina sospechadas o el analisis de
mutaciones sobre la estructura especifica de ARNs o proteinas interactuantes y para el
descubrimiento de complejos multiproteicos. Cualitativamente la afinidad de la interaccion,
débil o fuerte, entre ARN-proteina se distingue por sus niveles de expresion de HIS3
fenotipicamente y LacZ por ensayo colorimétrico. Ampliamente usado ademas para detectar
proteinas cognado de union a ARN provenientes de una biblioteca de ADNc que se unen a una
secuencia especificas de ARN de interés. Una ventaja de la técnica es saber por medio de
escrutinio cual clona de ADNc cognado codifico el péptido de union a ARN e interés

(Bernstein et al., 2002; Hook et al., 2005).

La existencia de un factor proteico que interaccione con el ARN de la regién lider spsl es una
posibilidad que no puede ser descartada a priori y que se analiza en este trabajo. La interaccion
de ARN con proteinas puede determinarse ya sea in vitro mediante el analisis de retardo de la
migracion del ARN en geles de poliacrilamida o bien en condiciones in vivo, para lo cual se

utiliza el sistema de tres hibridos en la levadura S. cerevisiae (SenGupta et al. 1996).
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II1. HIPOTESIS

Existe una proteina que interacciona con la region lider en el ARN del gen sps/

IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Determinar la interaccion in vivo en el 5> UTR del ARN del gen sacarosa fosfato sintasa de

arroz con proteinas.
IV.IL. Objetivos particulares

Obtener secuencias de genes que codifiquen para proteinas que interaccionen con el 5° UTR

del ARN del gen sacarosa fosfato sintasa de arroz.

Analizar tanto el promotor como la posible funcion biologica de la proteina encontrada

mediante analisis bioinformatico.

Aislar del genoma versiones de diferentes tamafios de la regién promotora de la proteina

encontrada y clonarlas en vectores.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.I. Vectores de las moléculas en el sistema de tres hibridos.

El vector pHybLex/Zeo-MS2 (Figura 1) codifica una proteina hibrida con un dominio de
unién al ADN y un dominio de union al ARN de MS2, que formara parte del RNA hibrido.

Figura 1. pHybLex/Zeo-MS2. Promotor ADHI1: bases 1-399. Proteina de fusion LexA/MS2; ORF
LexA: bases 420-1026, proteina de abrigo de MS2: bases 1044-1436. Region de término de
transcripcion de ADH1: bases 1508-1665. Origen de replicacion para levadura 2u: bases 1804-2685.
Promotor TEF1: bases 3219-3627. Promotor EM-7: bases 3632-3698. Gen resistente a Zeocina: bases
3699-4073. Region de término de transcripcion CYC1: bases 4074-4391. Origen de replicacion para
bacteria pUC: bases 4402-5075 (cadena complementaria)

pSPS-MS2. Construido a partir del vector pRH3’ (Fig. 2) por Lopez-Salmeron, 2007, produce
el transcrito de ARN hibrido con la regiéon lider spsl y el MS2 de union al dominio de la
proteina MS2. Formando un puente entre la proteina generada por pHybLex/Zeo-MS2 y
alguna proteina codificada en la biblioteca de ADNc de A. thaliana que se una al ARN del
lider spsl.
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Figura 2. Vector pRH3" genera el ARN hibrido, INVITROGEN. Promotor RPR1: bases 3658-4065.
Inicio de transcripcion: 3981. Secuencia lider de ARNasa P: bases 3981-4065. Sitio de hibridacion del
cebador pRH Forward: 3937-3958. Sitio multiple de clonacion: bases 4094-4124. MS2 RNA: bases
4148-4220. Sitio de hibridacion del cebador pRH Reverso: 4315-4337. Region de término de
transcripcion RPR1: 4247-4684. Origen f1: bases 6110-6565 (cadena complementaria). Gene URA3
bases 6615-7723 (cadena complementaria). Origen 2 u: bases 534-1412 (cadena complementaria).
Gene con resistencia a ampicilina: bases 1543-2395 (cadena complementaria). Origen pUC: bases

2548-3221.

En el vector pPGAD10 (CLONTECH), Fig 3, esta clonada la biblioteca gendémica que contiene
los ADNc de los genes de Arabidopsis thaliana fusionados a la region codificante del
dominio de activacion de la proteina GAL4, por lo que en la expresion se generan proteinas
hibridas. La fuente de los ARN mensajeros fue de tejido verde vegetativo de una planta de 3
semanas de A. thaliana proporcionada por el Dr. Luis Herrera Estrella y el Dr. Gustavo

Acevedo Hernandez (CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato)
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Figura 3. Vector pGAD10. Promotor truncado ADHI1 de S. cerevisiae: bases 10-406. Coddn de inicio
(ATG) del polipéptido del domino de activacion: 422-424. Coddon de alto 866-868, codones GAL4
768-881: 491-829, Senal de localizacion nuclear SV40: 452-472. Sitio multiple de clonacion: 828-857.
Codones de alto de traduccion: 859-861, 866-868 & 873-875. Sefial de término de transcripcion,
fragmento terminador ADH1 de S. cerevisiae: 1096-1423. Secuencias codificadoras de LEU2: Codon
de inicio (ATG):2631-2629; Codon de alto: 1539-1537. Origen de replicacion del plasmido Col El:
3448-4091. Gene de resistencia a ampicilina: Promotor: region —35: 5169-5164; region —10; 5146—
5141. Inicio de transcripcion: 5134, sitio de union del ribosoma: 5111-5107. Secuencias codificantes
de B-lactamasa: codon de inicio (ATG): 5099-5097; coddn de alto: 4241-4239, Seiial del péptido -
lactamasa: 5099-5031, Proteina madura de [3-lactamasa: 5030—4242.

V.IIL. Saccharomyces cerevisiae cepa L40-ura3.

Esta cepa contiene dos genes reporteros, lacZ e HIS3, cuya expresion es regulada por
secuencias del operén LexA. La expresion de estos dos genes permite detectar la actividad de
[-galactosidasa y seleccionar en medios carentes de histidina, respectivamente. La cepa
requiere uracilo para su crecimiento. Se obtuvo a través de la empresa INVITROGEN.

Algunas caracteristicas importantes de L40-ura3 son:
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Caracteristicas de L40-ura3

Cepa Genotipo Fenotipo

L40-ura3 MAT a, ura3-52, leu2-3112, his3A200, trp1A1, ade2, His, Trp-, Ura-, Ade, Leu
LYS2::(LexA op)4-HIS3, ura3::(LexA op)8-lacZ

Caracteristica Propdsito

Permite la expresion de la proteina de interaccion
(“presa”) en un medio que contiene glucosa (YC o
YPAD)

Expresion constitutiva de los genes dirigidos por
el promotor GAL1

Reportero que permite la seleccion de
interacciones positivas de RNA-proteina en un
medio deficiente de histidina

Marcador auxoétrofo de histidina regulado por
LexA

Permite la seleccion de los pladsmidos que

Marcador auxétrofo ura3 contienen el gen URA3 (Ej. pSPS-MS2)

Reportero que permite la seleccién de interacciones
Gen LacZ regulado por LexA positivas de RNA-proteina mediante el ensayo de la
actividad de -galactosidasa.

Permite la selecciéon de pldsmidos que contienen

Marcador auxétrofo trp141 el gen TRP1

El medio YPD liquido (CLONTECH cat. 630409) o s6lido (CLONTECH cat. 630410) es para
crecimiento no selectivo y general de la cepa L40-ura3. Contiene 1% de extracto de levadura,
2% de peptona, 2% de glucosa. El medio sélido se complementa con 2% de agar

bacteriologico.

El medio minimo YC se utiliza para el crecimiento de levadura y es selectivo de acuerdo a la
mezcla de aminoacidos adicionada. Se utilizo SD base CLONTECH cat. 630411 para liquido
y cat. 630412 para solido. A este medio se le agregan mezclas de aminoacidos requerida para
la seleccion de la cepa con los plasmidos transformados de acuerdo a los marcadores. Se
utilizaron los siguientes suplementos: -Ura (cat. 630416), -His/-Leu/-Ura (cat. 630423) y -Leu
(cat. 630414).

V.III. Transformacion secuencial de S. cerevisiae 1.40-ura3 con los plasmidos
pHybLex/Zeo-MS2, pSPS-MS2 y la biblioteca de ADNc de A. thaliana y escrutinio para

seleccionar la interaccion.

Se inocul6 la cepa L40-ura3 en 10 ml. de medio YPD, y se incub6 toda la noche a 30°C en
agitacion. Se diluyo el cultivo a una ODgpp de 0.4 en 50 ml de medio YPAD o YPD a una
densidad de 5 x 10° células/ml. Se incub6 este cultivo a 30°C en agitacion a 200 rpm hasta una

densidad de 2 x 107 células/ml (de 2 a 4 horas), posteriormente se realizd el siguiente
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protocolo:

Concentracion de las células por centrifugacion a 2500 rpm por 5 minutos. Resuspension de la
pastilla con 40 ml de 1X TE, y centrifugacion nuevamente (2500rpm x 5 min). Resuspension
de la pastilla en 2 ml de 1X LiAc/0.5X TE. Incubacion a temperatura ambiente por 10
minutos. Preparacion y adicion de la mezcla de transformacion (100 pg ADNTT (ADN
acarreador de salmon INVITROGEN, 1 pg DNA del plasmido, 100 pl de células de levadura,
700 ul 1X LiAc/40% PEG-3350/1X TE). Incubacion por 30 minutos a 30°C. Adicion de 88 pl
de DMSO. Incubaciéon por 7 minutos a 42°C. Centrifugacioén a 14 000 rpm por 15 segundos.
Resuspension en 1 ml de 1X TE. Centrifugacion a 14 000 rpm por 15 segundos. Eliminacion
del sobrenadante y resuspension en 50-100ul de 1X TE. Plaqueo en el medio de seleccion

deseado. Incubacion a 30°C durante 48 horas.

La seleccion de la transformacion con el plasmido pHybLex/Zeo-MS2 se realizé en medio YC
con zeocina (200 ug/ml). A partir de esta levadura transformada se realizé la transformacion
con el plasmido pSPS-MS2 y se selecciono la co-transformacioén en medio con zeocina (200

ug/ml) carente de uracilo.

El escrutinio de las interacciones de las moléculas hibridas se realizd de la siguiente manera.
Inoculacion de 100 ml de medio YC —U Zeo con una colonia de levadura (L40-Ura3) co-
transformada con pSPS-MS2 y pHybLex/Zeo-MS2, a 30° C en agitacion durante toda la noche
hasta fase estacionaria. Transferencia del cultivo a 500 ml de medio YC —U Zeo fresco hasta
alcanzar una ODggo de 0.2 — 0.4. Incubacion en agitacion a 30° C por 4 hrs. Centrifugacion a
2500 rpm por 5 min y retiro del sobrenadante. Resuspension de la pastilla en 250 ml de TE
1X. Centrifugacion a 2500 rpm por 5 min y retiro del sobrenadante. Resuspension de la
pastilla en 4 ml de AcLi/TE 0.5X. Incubacion de las células a temperatura ambiente por 10
min. Transformacion con 40 pl de ADN de la Biblioteca de ADNc (a una concentracién de 1.9
png/ml), 1 ml de ADN desnaturalizado de espera de salmon, 5 ml de células de levadura y 30
ml de AcLi 1X /40% PEG 3350 /TE 1x. Incubacion de la solucion a 30° C por 30 min.
Adicion de 3.5 ml de DMSO. Choque térmico a 42° C por 15 min en bafio Maria. Incubacion
de la mezcla en hielo por 1 min. Centrifugaciéon a 12000 rpm por 30s y decantado del

sobrenadante. Resuspension de la pastilla en 4 ml de TE 1x. Plaqueo de 50 pl por caja con
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medio YC —ULH Zeo, hasta completar 100 cajas. Incubacion a 30° C esperando el crecimiento
de las primeras colonias. Otros plaqueos se realizaron en medio YC —ULH Zeo con el
inhibidor 3-AT (3 amino 1, 2, 4, triazol) a una concentracion de 20 mM, ya que la fuerza de la
interaccion se determina por los niveles de resistencia a este compuesto, que es un inhibidor
competitivo del producto del gen HIS3 que se activa durante la interaccion (Bernstein et al.
2002). Se tomaron las colonias que crecieron en los primeros 5 dias y que tuvieron un tamafo

al menos de un mm de ancho.

V.IV. Ensayo de f-galactosidasa.

Se Agreg6 1 g de agarosa (Sigma cat: A9539), a 100 ml (100mM) de buffer de fosfatos pH 7.0
(39 ml 0.1 M de KH2PO4 y 61 ml 0.1 M de K2HPO4) y se disolvié calentando por 3-5 min en
el horno de microondas. Se mantuvo la solucion a 65° C. Por separado se agregaron 800 ul de
X-Gal/Dimetilformamida (25 mg/ml) en 8 ml de Dimetilformamida (Sigma) y se mezclaron
con 12 ml de la agarosa de bajo punto de fusion disuelta en el buffer de fosfatos. Se incubo la
solucion a 65° C por 5 min y se coloco una ligera capa de la solucidon en las cajas de petri
ensayadas, permitiendo de 5-10 min a que solidificara la agarosa. Se incubaron las cajas de
petri en la obscuridad de 2-3 hrs o bien toda la noche a 30° C para que la colonias positivas a

la actividad B-galactosidasa se tornaran de color azul.

V.V. Extraccion de ADN de levadura para recuperar los plasmidos de la biblioteca de

ADNCc de Arabidopsis thaliana.

Inoculacion de una colonia de levadura a 30° C en agitacion en 10 ml de medio YC —Leu de
24 a 48 hrs. Centrifugacion a 2000 rpm por 5 min. Eliminacion del sobrenadante.
Resuspension de la pastilla en 1 ml de Sorbitol 1M, NaEDTA 0.1 M (pH 7.5). Adicion de 50
ul de solucion de Liticasa (SIGMA) (4000 U/ml) e incubacién por 1 h a 37° C. Centrifugacion
a 12000 rpm por 1 min. Eliminacién del sobrenadante y resuspension de las células en 1 ml de
Tris-Cl 50 mM (pH 7.4) NaEDTA 20 mM. Adicion de 100 pl de SDS al 10%, mezclado e
incubacion a 65° C por 30 min. Adicién de 400 pl de acetato de potasio 5 M y transferencia a

hielo por 1 h. Centrifugacién a 12000 rpm por 5 min a 4° C. Transferencia del sobrenadante a
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un tubo nuevo y adicion de un volumen de isopropanol. Mezclado suave e incubaciéon por 5
min a temperatura ambiente. Almacenamiento a -20° C toda la noche. Centrifugacion por 5
min a 12000 rpm. Eliminacién del sobrenadante y secado de la pastilla. Resuspension de la

pastilla en 100 pl de TE (pH 7.4).

V.VI. Seleccion de plasmidos de la biblioteca de ADNc extraidos de la levadura.

Las levaduras que mostraron crecimiento en medios YC-ULH Zeo 3-AT 20 mM incorporaron
tedricamente los plasmidos pHybLex/Zeo-MS2, pSPS-MS2 y algun plasmido de la biblioteca
de ADNc de Arabidopsis thaliana. Los dos tultimos tienen resistencia a carbenicilina y el
primero a zeocina. La mezcla de plasmidos extraida se utilizo para transformar E. coli DH5a y
se hizo una seleccion en medio LB con carbenicilina (100 ug/ul). Se escogieron 10 colonias y
se extrajo ADN por la técnica de miniprep. Se cortd el ADN con EcoRI y las mezclas se
corrieron en geles de agarosa al 1%. Los vectores provenientes de la biblioteca de ADNc
liberaron un fragmento de 6.65 Kb correspondientes al vector pGAD10. Los plasmidos de la
biblioteca de ADNc recuperados se mandaron secuenciar utilizando el oligonucleotido 5’

TAC CAC TAC AAT GGA TG 3°.

V.VII. Secuenciacion.

Se utilizd6 el método de terminacion de cadenas (Sanger et al. 1977), usando
dideoxinucledtidos fluorescentes (ABI) y un secuenciador de¢ DNA ABI PRISMTM 374. Se
solicitaron los servicios del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.

V.VIII. Identificacion de las proteinas que generaron interaccion en el sistema de tres

hibridos.

Las secuencias de los ADNc de los plasmidos recuperados de la levadura se utilizaron para
alinearse con secuencias de la base de datos del servidor del Nacional Center of Biotechnology

Information (NCBI), mediante el uso de la herramienta BLASTn con la opcion nucleotide

collection (nr/nt). http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
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V.IX. Identificacion de las proteinas Spen de A. thaliana y arroz indica.

La proteina del gen encontrado en el BLASTn, At4gl12640, fue sometida a un analisis
comparativo de las secuencias de aminoacidos para descubrir sus ortdlogos de O. sativa ssp.
indica usando la herramienta BLASTp con la opcion Non-redundance protein sequences (nr)
de NCBI. La posicion, orientacion y secuencia de los genes de arroz indica dentro del genoma
fueron encontrados en la base de datos de ENA (European Nucleotide Archive) de EMBL-EBI

http://www.ebi.ac.uk/ena/.

V.X. Alineacion de la secuencia de aminoacidos entre las proteinas de arroz indica y

Arabidopsis thaliana.

La secuencias de aminoacido de las proteinas Spen de los genes At4g12640 y de arroz indica

0J1381 H04.27 y PO450E05.35 fueron alineadas usando la herramienta BLAST2seq de NCBI

V.XI. Analisis de los promotores de los genes de O. sativa ssp. indica y de A. thaliana.

Las secuencias de nucleétidos de los promotores de los genes de arroz indica se obtuvieron al
alinear la secuencia de los genes, obtenida de la base de datos ENA, contra la base de datos de
NCBI en la herramienta BLASTn de Oryza sativa con la opcién O. sativa (indica cultivar-
group) WGS contigs. Mientras que la secuencia del promotor del gen de A4. thaliana se
encontro en la base de datos de NCBI.

Para conocer los elementos que regulan la expresion de estos genes se uso la base de datos de

secuencias cis para plantas PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/ ).

V XII. Diseiio de oligonucledtidos.

Los oligonucle6tidos fueron disefiados en la pagina de IDT (Integrated DNa Technologies)

http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/, ademds se les agregd en el

extremo 5’ la secuencia para corte con la enzima Hind III. Los oligos fueron:
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Reverso 2

5'- AAGCTT TCT GCA TTC GTC AGA TCT ATC GCA -3'
Forward 500

5- AAGCTT ACA TGA CGA GCA GAT CTA CGG AGA -3
Forward 1000

5" - AAGCTT ACC TCA CAG AAT TGA CAG ATCCA -3

V.XIII. Extraccion de ADN de A. thaliana y amplificacion de las diferentes versiones del

promotor del gen At4g12640.

El ADN de planta fue aislado usando el kit DNeasy Plant Mini (cat. 69104) tal bajo el mismo
protocolo del fabricante. Este ADN se utilizo como templado para realizar PCRs con los
oligonucledtidos disefiados empleando el kit para PCR de fermentas (EP0403), utilizando la

formula de reaccion del fabricante y el siguiente protocolo:

95°C 5’ —por 35 ciclos; 95°C 17, 55°C 1°,68°C 1’'-68° C 10’ y 4° C «’.

V.XIV. Clonacion de las diferentes versiones del promotor del gen At4g12640 al vector
de entrada pCR8/GW/TOPO y secuenciacion.

Las versiones amplificadas del promotor del gen At4g12640 por PCR se clonaron al vector de
entrada Gateway pCR8/GW/TOPO, fig. 4, usando la mezcla de reaccion sugerida por el
mismo fabricante (cat. K2500-20, invitrogen). Para comprobar que los productos de PCR se
hayan insertado en la orientacion 5°-3” de acuerdo al vector, las clonaciones se mandaron

secuenciar a el CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.
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Figura 4. Caracteristicas del vector pCR8/GW/TOPO. rrnB T2 secuencia de terminacion de la
transcripcion: bases 268-295. rrnB T1 secuencia de terminacion de la transcripcion: bases 427-470.
M13 sitio para el primer forward (-20): bases 537-552. attL.1: bases 569-668. GW1 sitio de este primer:
bases 607-631. TOPO sitio de reconocimiento 1: bases 678-682. TOPO sitio de reconocimiento 2:
bases 683-687. attl.2: bases 696-795. GW2 sitio de este primer: bases 733-757. T7 promotor/sitio del
primer: 812-831 (¢). M13 sitio para el primer reverso: bases 836-852. Espectinomicina promotor: bases
930-1063. Espectinomicina gen de resistencia (Spn): 1064-2074. pUC origen: bases 2141-2814. (c) =

secuencia complementaria.

V.XV. Manejo del ADN plasmidico y transformacion de células competentes.

Para la replicacion y obtencion de ADN de los plasmidos se utiliz6 la cepa TOP10 de E. coli
(INVITROGEN) y la cepa DHS5a (Sambrook et al. 1989). Para el aislamiento del ADN de los
plasmidos bacterianos se utilizaron los métodos de Miniprep y Maxiprep (con polietilenglicol)
descritos por Sambrook er al. (1989). Las condiciones de corte con endonucleasas de
restriccion se hicieron siguiendo las indicaciones del fabricante (INVITROGEN).
Se transformaron células competentes de E. coli TOP10 o DH5a con las mezclas de ligacion,
las cuales se dializaron previamente en membranas millipore con un tamafio de poro de 0.025
um, utilizando un electroporador Eppendorf 2510 a 1800 V.

El medio LB se utiliz6 para el crecimiento de E. coli contiene 1% de Bacto triptona, 0.05% de
extracto de levadura y 1% de cloruro de sodio. Para medio sélido se adiciona 1.5 % de agar

bacteriologico. En tanto que los geles de agarosa se elaboraron con 1% agarosa a 1X TAE.

49



V.XVI. Recombinacion dirigida entre los sitios LR de los vectores de entrada y el vector

destino pKGWFS7.

Las versiones del promotor de At4g12640 clonadas en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO
se amplificaron por PCR con los oligos M13, llevando dentro de los productos los stitios de
attLL1 y attL.2 que se recombinan con los sitios a#fR1 y a#fR2 correspondientemente del vector
binario pKGWFS7 (fig. 5). La recombinacion fue hecha con el Kit de invitrogen -LR clonase
IT enzyme Mix- (Cat. 11791-020) del sistema Gateway. Y se uso el producto de PCR como
sustrato, a diferencia del protocolo del kit que suguiere usar a la construccion con el vector de

entrada como sustrato.
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X e iy 4 >4 Saclf (1626)
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Figura 5. El vector binario pPKGWEFS7. Disefiado para el analisis de promotores regulando, en todos los
casos, la expresion del gen reportero GUS-GFP. Este vector, ademas posee el gen nptll de resistencia a
kanamicina bajo la regulacion del promotor nos. Aparte posee el gen ccdB, que permite la seleccion
negativa del mismo en E. coli DH5a luego de la recombinacion y transformacion. Tanto el vector

pKGWFS7,0 como pCR8/GW/TOPO poseen la resistencia al antibidtico espectinomicina.
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VI. RESULTADOS

Algunos escrutinios exitosos del sistema de tres hibridos han reportado diversas familias de
proteinas de union a ARN (Le et al., 2000; Poleev et al., 200; Xu et al., 2001; Wood et al.,
2001). Para lograr el objetivo de identificar alguna proteina que interaccione especificamente
con el 5° UTR del ARNm del gen sps/ durante la traduccion, se selecciono6 el sistema de tres
hibridos en Saccharomyces cerevisiae 1L40-ura3. La cepa se transformd introduciendo el
plasmido pHybLex/Zeo-MS2 que expresa la proteina fusionada LexA-MS2 de union a ADN y
ARN correspondientemente, después se introdujo el vector pSPS-MS2 (Lopez-Salmeron,
2007) que genera el ARN hibrido de interés. Posteriormente una biblioteca de ADNc de 4.
thaliana clonados en el vector pGADI10 fue introducida a la poblacion de levaduras para
realizar un escrutinio cuando el ARNX (5> UTR de sps/) interactia con la proteina afin
producida por el ADNc. Asi, formando con las tres moléculas hibridas un puente
transcripcional que activa el gen HIS3 permitiendo que la levadura crezca en medio YC sin

histidina, sin leucina, sin uracilo, con zeocina.

VIL.I. Analisis de la interaccion del 5> UTR ARNm de sps! y proteinas codificadas en una
biblioteca de ADNc de A. thaliana

Las células transformadas fueron cultivadas en 200 cajas de petri con medio s6lido YC Zeo —
HLU, después de cinco dias crecieron aproximadamente 6 X 10° colonias. Las cuales fueron
cultivadas en 5 ml del mismo medio y sembradas en 100 cajas petri con medio solido YC Zeo
—HLU y 3-AT a 20 mM (3-amino 1,2,4- triazol, inhibidor competitivo de la enzima cifrada por
HIS3) por 48 horas. En este lapso las primeras 200 colonias crecidas fueron escogidas para ser
aisladas en cajas petri con YC Zeo —HLU 3-AT 20 mM. De ésta manera, se seleccionaron las
primeras 33 cepas de levadura cepa L40-ura3 con el mejor crecimiento en el medio de alta
astringencia a las 48 horas (Cuadro 1). Se hicieron las extracciones de ADN total de cada una

de las 33 cepas de levadura y se analizaron por electroforesis en geles de agarosa (Fig 1).
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Cuadro 1. Seleccion de colonias de levaduras y plasmidos

Condiciones Ndmero

Crecimiento en medio selectivo sin 3-AT a 120 h ~ 6 000 000 colonias de
levadura
Crecimiento en medio selectivo con 3-AT 20 mM a 200 colonias de levadura
48 h
Seleccion de colonias con mayor crecimiento en 3-AT
20mM a48h 33 colonias de levadura
aislamiento de plasmidos cDNA's 15 plasmidos
Plasmidos con el DNAc en orientacion correcta y
adecuado posicion para traduccion 3 plasmidos
Plasmidos que confieren ensayo positivo de f-
galactosidase 1 plasmido
M 1 2 3 4 5 6

akph >

2Kpb —>

figura 1. ADN total de seis colonias de levadura; carril M, marcador de peso molecular; en la parte
superior de los carriles 1-6 ADN cromosémico, mientras que en la parte media estan los plasmidos
introducidos. La mezcla de ADN fue posteriormente utilizada para transformar E. coli y asi seleccionar

vectores derivados de la biblioteca de ADNCc.

Posteriormente, el ADN total de cada una de las 33 cepas de levadura conteniendo los
plasmidos pSPS-MS2 que genera el ARN hibrido y el plasmido pGAD10 de la biblioteca
genomica de ADNc de A. thaliana, fue utilizado para transformar a E. coli cepa DH5a y
seleccionar en medio LB con carbenicilina, considerando que éstos vectores otorgan
resistencia a este antibiotico, a excepcion de pHybLex/Zeo-MS2. A las colonias de bacterias
crecidas del medio selectivo se les extrajeron sus plasmidos y con cortes con la enzima EcoR 1

se pudo diferenciar cual plasmido habia sido ingresado a la bacteria, en base a que en el vector
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pSPS-MS2 un sitio para EcoR 1 flanquea el ARNX (5° UTR spsl) mas el RNA MS2,
liberando un fragmento de 440 pb y al vector de 7907 pb; mientra que en el vector pPGADI0,
el corte con EcoR 1 libera al vector de 6.65 kb y un fragmento de tamafio desconocido de
ADNCc. En la Fig. 2 se muestran los plasmidos de bacterias transformadas con el ADN total de
una de las cepas de S. cerevisiae denominada 79; en el carril 7 la banda superior corresponde
al vector pGADI10 de 6.65 kb y las otras dos bandas corresponden al ADNc¢ con un tamafo
aproximado de 2 kb y 700 pb. Con base en el tamafio del ADNc, éste fue uno de los 15
diferentes plasmidos considerados como candidatos para portar un ADNc que codificara para

una proteina de union a RNA, provenientes de cepas (Cuadro 1).

12 3 4 M 5 6 7 8 91 M

e 3Kpb
€ 2Kpb

Figura 2. Purificaciones de los plasmidos de E. coli transformados con ADN total de la cepa 79 de
levadura. El carril M corresponde al marcador molecular. Los demas carriles son plasmidos extraidos
y cortados con la enzima EcoR 1. Las escisiones que liberan pedazos de alrededor 440 pb iguales al
tamafio del ARNX del vector pSPS-MS2 fueron descartados. En el carril 7 hay un banda adecuada a
pGAD10 de 6.65 kb y otras dos de 2 kb y 700 pb consideradas como ADNc.

Los plasmidos pGADI10 seleccionados fueron purificados y secuenciados. Se obtuvieron 9
secuencias de ADNc, las cuales fueron alineadas con la base de datos de A. thaliana del
National Center of Biotechnology information (NCBI) utilizando la herramienta BLASTn. En
el cuadro 2 se presenta la informacion obtenida. Se determind que cinco de los ADNc¢ estaban
clonadas en orientacion inversa, y de las cuatro restantes, tres estaban en marco de lectura

correcto, siendo los loct NM_ 125810, NM_ 117319 y NM 117334,

53



Cuadro 2. Resultados del BLAST, de las secuencias de los ADNc elegidos, contra el genoma
de A. thaliana en la base de datos de NCBI

ARN Observaciones de la Observaciones de la
Locus . s ,
codificado clonacion proteina
ARNm lineal Orientada correctamente en el
NM_117334 vector pGAD10 y en el marco Probable proteina
de 2802 pb
de lectura adecuado
ARNm lineal Orientada correctamente en el Proteina ribosomal S28;
NM_125810 vector pGAD10 y en el marco componente estructural del
de 480 pb i
de lectura adecuado ribosoma
Ori q | Inhibidor de proteasa/
ARNmM lineal rientada correctamente en e almacenamiento de semillas/
NM_117319 vector pGAD10 y en el marco ) L
de 786 pb transferencia de lipidos.
de lectura adecuado -
De la familia LTP
Orientada correctamente en el
NM_122009 ARNm lineal vector pGAD10. Con marco de Proteina nuclear relacionada
- de 1049 pb lectura incorrecto para la con Ras
traduccion
ARNm lineal Orientada incorrectamente en el o,
NM_128268 de 2501 pb vector pGAD10 Factor de trascripcion SE
ARNm lineal Orientada incorrectamente en el .
NM_120116 de 1513 pb vector pGAD10 De la familia F-box
ARNm lineal Orientada incorrectamente en el ,
NM_129704 de 1157 pb vector pGAD10 Probable proteina
NM_120952 ARNm lineal Orientada incorrectamente en el | Probable proteina LepA de
- de 2300 pb vector pGAD10 enlace-GTP
ARNm lineal Orientada de manera incorrecta L,
NM_117188 de 737 pb en el vector pGAD10 Factor de iniciacion IF-1

El locus NM 125810 corresponde al gen RPS28 que codifica la proteina S28 de 64
aminoacidos. Tal proteina funciona como constituyente estructural del ribosoma 40s y
contiene un dominio de unién a ARN tipo S1 encontrado en una amplia variedad de proteinas
asociadas a ARN. La proteina S28E, altamente conservada en arqueas y eucariontes, puede
controlar la exportacion del ARNr del nucleo, la biogénesis del ribosoma, la traduccion el
splicing del ARN y la cantidad del proceso de maduracion del ARN, sin embargo, su

mecanismo en el ribosoma es desconocida (Chang et al., 2005).
El locus NM 117319 codifica para una proteina de 182 aminodcidos bifuncional, como

inhibidor de amilasa o como proteinas que transfieren lipidos, perteneciente a la subfamilia

HPS (Hydrophobic Protein from Soybean), esta clase de proteinas defienden a la planta de
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insectos y patdgenos, transfieren lipidos entre membranas intracelulares y almacenan

nutrientes en la semilla.

La proteina proveniente del ADNc de la cepa 79 de levadura y registrada en el locus
NM 117334 se identifico como el gen Atd4g12640 de A. thaliana con 4 exones y 3 intrones, su
péptido se conforma por 823 aa (NP_193001.2) y sin funcion conocida.

Para determinar que la interaccion entre las proteinas codificadas por los ADNc fuera
especifica, se analizé la expresion del gen reportero LacZ, el cual se activa cuando interactia
el ARN y la proteina. En la figura 3 se presentan los resultados para la proteina 79 y la
ribosomal S28. La interaccion entre la proteina 79 y el ARN hibrido activd en gen LacZ
ademas de proporcionar buen crecimiento de la cepa en el medio YC Zeo -HLU 3-AT 20 mM,
en tanto que la proteina 43 no activo el gen reportero LacZ y el crecimiento en el medio
selectivo fue mas lento. La proteina codificada por el locus MN 117319 tampoco activo el
gen reportero (no mostrado). Estos ensayos colorimétricos refuerzan las evidencias de la
formacion del puente transcripcional de las tres moléculas hibridas e interaccion con la RNA
polimerasa II en la cepa 79 con el plasmido que alberga el gen codificante para la proteina

cognado.

MS2 RNA, SIN PREOTEINA

MS2-SPS RNA SIN PROTEINA MS2-SPS RNA + PREOTEINA 43

MS2 RNA + PROTEINA 79 MS2 RNA + PROTEINA 43

MS2-SPS RNA + PROTEINA 79

Figura 3. Actividad positiva del gen LacZ en la cepa 79 de S. cerevisiae. El medio YC Zeo —HLU
contiene 3-AT a 20 mM y X-gal/dimetilformamida (2.5 ug/ml). Solamente la cepa 79 activo el gen

LacZ concomitante con el gen reportero HIS3.
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VL.II. Analisis funciénal de la proteina codificada por el gen At4g12640.

La proteina NP _193001.2 codificada por At4g12640 pertenece a la familia Spen (Split ends)
caracterizada por un dominio RRM (RNA recognition motif) N-terminal y un dominio bien
conservado C-terminal SPOC (Spen paralog and ortholog C-terminal). El dominio RRM es
conocido como RBD (RNA binding domain) o RNP (Ribonucleoprotein domain), consta de
90 aa y tiene una estructura de cuatro laminas beta empacadas contra dos hélices alfa que
interactian con ARNss y ADNss como también con proteinas. RRM es encontrado en una
variedad de proteinas hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) implicadas durante
el splicing alternativo y proteinas componentes snRNPs (small nuclear ribonucleoproreins).
En cuanto al dominio SPOC contiene alrededor de 165 residuos de amino acidos y exhibe bajo
grado de homologia en la secuencia de aa de la region estructuralmente conservada (Shi-Yan
et al., 2007) que, consta de un ntcleo de siete laminas beta formantes de un barril central y en
algunos casos dos hélices pequefias (Sanchez-Pulido et al., (2004). SPOC esta implicado en la
sefalizacion del desarrollo, facilitando la interaccion proteina-proteina en el complejo de
represion transcripcional. Sanchez-Pulido et al. (2004) utilizaron métodos bioinformaticos
para identificar genes que codifican proteinas similares a las Spen en protozoarios y plantas,
encontrando que las proteinas Spen podrian jugar un rol en la muerte celular programada y la
generacion de tumor, por lo tanto proveyendo una nueva funcion para el dominio SPOC. Las
proteinas Spen participan en diferentes procesos biologicos como la diferenciacion de la célula
neuronal, sobrevivencia y orientacion del axéon (Chen y Rebay, 2000; Kuang et al., 2000),
regulacion del ciclo celular (Lane ef al., 2000), represion en la identidad de la cabeza del
tronco embrionario de Drosophila (Wiellette et al., 1999), asi como en la actuacién en la
sefalizacion de la proteina Wingless (Wg) en los discos imaginales del ojo, alas y piernas de
la mosca (Lin et al., 2003). La proteina Spen humana SHARP (SMRT7HDACI1-associated
represor proteina) ha sido identificada como componente del complejo de represion
transcripcional tanto en el receptor nuclear como en las vias de senalizacion Notch/RBP-
jkappa; por consiguiente las proteinas de la familia Spen parecen regular la transcripcion

mediante algunas vias de sefalizacion (Sanchez-Pulido et al., 2004).
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En el mismo BLASTp de NCBI utilizado fueron halladas otras 40 proteinas Spen de plantas y
2 de animal (Ailuropoda melanoleuca) de una identidad minima del 34% con respecto a la
proteina del gen de A. thaliana At4g12640. Razonando que el ARNX de interés o cebo en el
sistema de tres hibridos es de Oriza sativa subespecie indica y la biblioteca de ADNc de 4.
thaliana, se buscaron proteinas Spen de arroz con homologia a la codificada por 4. thaliana.
Fueron identificadas dos proteinas Spen de arroz indica: una de 1005 aa también sin funcion
conocida (EEC84301.1, etiqueta del locus Osl _30787) con una identidad del 73% a la proteina
de A. thaliana, junto con otra proteina hipotética con funcidén desconocida (EEC84885.1, locus
Osl 32043) de 900 aa y 40% idéntica a la proteina de 4. thaliana. El locus Osl 30787 de O.
sativa ssp. indica se localiza en la hebra reversa del cromosoma 9 y corresponde al gen
0J1381 _H04.27 conformado de tres exones y dos intrones, es homologo (100%) al gen
0s09g0298700 de O. sativa ssp. japonica nombrado OsRRM por Shi-Yan et al. (2007). El
locus OsI 32043 contiene al gen P0O450E05.35 orientado en la hebra reversa del cromosoma 9,
estructurado por seis exones y cinco intrones, el gen tiene un 100% homologo en arroz ssp.

japonica llamado Os09g0516300.

Particularmente, las proteinas NP_193001.2 de 4. thaliana, EEC84301 y EEC84885 ambas de
Oriza sativa subespecie indica, llevan dos dominios RRM N-terminal y un dominio C-
terminal SPOC. En la figura 4 se presenta la alineacion de los dos dominios RRM N-terminal
y el dominio SPOC alrededor de la parte media de los genes, realizado con la herramienta
BLAST2seq de NCBI usando la proteina del gen At4gl12640 contra las proteinas de arroz
indica de los genes Osl 30787 y Osl 32043:

Primer RRM
OsI_ 32043 38-122 GGSGAPETN_AQ_PHG_R

P + LWVGNLP G L+ +

At4gl2640 15- 98 GRGRNPPSRH_HGI_RFG_

G G PPSRHLWVG+L G+ +L++ FLR G++E ++

OsI 30787 41-124 GwGVAPPSRENGoRS P vENADESENEN R c cBVEEHS R D
AGPRS IRRNVEERSVPEARMREDAT 0GSKVKGSNREEBARPARA

G RSYAFV F +A AA+++LQG + G+ +R+EFA+ +

PG-RS FENNENHD DRSS 0GF PT.S G N BRI A KAEKS

PG-RS+AFV F +EDA A + LQG L G P+RIEF+K +K

PG-RS ENARSSDABVIRE.0G T HL.R G A BRI S KGDKG
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Segundo RRM
0SI_ 32043 220-303 VRNRESNPTN_NTAKI_VHG_P

+ +R + P+ VL++GFP K+++ + G +T FP

at4gl2640 142-225 MNDRNAEPSE_ASL-AL-SFG_P

R AEPSEVL+IGFP LKVD+A L FS FGE+ K+T FP

OsI 30787 161-244 KRSRPAEPSEiEGr rvEEK v ENEARS - - G BN »
TROFATNVEHATVCHASNARKN. DGRLFNDQREQNLF SNSE

R YAFV+F + A AK++L G+LF + R+ I F+ SE

GRS NENONRNBMANCIRIES1.0GKL.F GNP RUIGr AKSE

GR+YAFVQ+ + AAC+AKE+LQG LF NPRV ICF++S+

GRT FENON ARG OGN F NN P RSISHGH SR SD

SPOC
VHRTSYLE - HF IR IAKGES BVCRARCIEE R kG | 1> DIVNCSARTCEDUTAR

++R S + W G+IAKGG+P+CRA+C P+ K +++ LP+ ++C+ARTGLDMLAK

LNRPSLKD - WN i HCIARGE BECRARCHENY G RVMBMNE > SRUDCHARTGHDUAK

+ P LK+ W W+GTIAKGG PICRA+CFPVGKV++ MLPEFLDCTART L+ML+K

YHEPLLKEEWK DGR T SCRARCRIEN ;RN - SR AR SHSNSH
¥R DA S G F BN  DESEDDEV SV B URVIG SRS RAGY v Wi ETBNRINE > S DF LRNV

HY +S +VFF+P S+ D V Y EF+ YL K RA V K+D TTLFLVPPSDF \4

¥ v 05 s X A NN v >  SDADEVEN DS SRORARY 5 < 5 > ESEEIVE > S DF SEKV

HYYQ++ +WVVFFVP +DAD+ Y+EFM+YL +KQRAAV KL + ++LFLVPPSDFSE+V

v 0n A s s NN v © = HD DA SN HCDRORANN C <BE= RS SLFLVPPSDFSEQV

LOVDGPERLYGVVLHIP OsI 32043 430-561

L+V G + GV+L +

LKVPGKLSISGVILRLE at4gl2640 461-592

L+VPGK+SISGVIL+ E

LRVPGKVSISGVILKFE OsI 30787 487-619

Figura 4. Comparacion de aminoacidos de los dominios RRM y SPOC del gen de A.

thaliana At4g12640 contra los de sus ortélogos Osl 30787 y Osl_32043 de O. sativa ssp.

indica. La proteina de A. thaliana comparte en sus dominios RRM1, RRM2 y SPOC una
identidad de 49, 65 y 72 % correspondientemente, con la proteina de Osl 30787. En tanto que,
la misma proteina tiene una identidad de 38, 42 y 57 % en relacion a los mismo dominios con

la proteina del gen OsI 32043.

Para conocer un poco mas acerca de la posible funcion del gen At4g12640 como al mismo
tiempo de los genes de arroz indica, se tomd de referencia al gen OJ1381 H04.27
considerando que es 100% homologo a OsRRM de arroz japdnica reportado con actividad
tejido especifico en la regulacion del desarrollo de las células especializadas del endospermo y

polen. La proteina cifrada se localizada en el ntcleo, lo que indica una funciéon en la
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transcripcion del RNA o durante su procesamiento (Shi-Yan et al.,2007). Inclusive, una
alineacion con BLAST2seq de NCBI del promotor de OJ1381 H04.27 contra el promotor del
gen OsRRM corroboro la idea de que también los promotores de estos genes son homologos.
Aunque las proteinas ofrecen informacion sobre la posible funcion del gen, las regiones
reguladoras de los genes aportan informacion sobre la regulacion de la expresion. Se decidio
analizar y comparar elementos reguladores conservados entre los promotores de arroz indica y

A. thaliana.

PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/ ) es una base de datos de motivos de
secuencias nucleotidicas encontrados en elementos reguladores actuantes en cis del ADN de
plantas (Higo et al., 1999). Se analizaron 500 pb del promotor de los genes de arroz indica,
0s09g0516300 y OJ1381 H04.27, y de A. thaliana At4g12640, los cuales fueron sometidos a
escaneo de sefiales. Los resultados ubicaron diferentes elementos de secuencias de union a
factores transcripcionales o de control en la expresion genética (anexo 1); entre los promotores
de At4gl2640, OJ1381 H04.27 y P0450E05.35 hubo 6 elementos comunales, a saber;
CAATBOXI1 responsable de la actividad promotora tejido especifico en semilla de guisante,
CACTFTPPCAL1 elemento cis para la expresion especifica en mesofilo de Flaveria trinervia,
DOFCOREZM sitio requerido para la unioén de proteinas Dof en maiz, GTGANTG10 motivo
encontrado en el promotor del gen g/0 de polen de tabaco, NODCON2GM uno de las dos
secuencias consenso putativas de nodulacion para soja (Glycine max), WRKY710S en arroz
es sitio de unidn para el represor transcripcional de la ruta de sefalizacion de giberelinas.
A parte de los elementos cis anteriores, el gen At4g12640 con su ortdlogo OJ1381 H04.27 y
OsRRM con expresion en endospermo y polen (Shi ef al.,2007), comparten exclusivamente los
motivos: ARRIAT o elemento de union ARR1, GATABOX requerida para la expresion de
alto nivel, regulada por luz y tejido especifico, GTICONSENSUS sitio de union GT-1 en
algunos genes regulados por luz, IBOX secuencia conservada corriente arriba de genes
regulados por luz, POLLENILELATS2 uno de dos elementos reguladores co dependientes
para la activacion especifica en polen del gen Lat52 en tomate, ROOTMOTIFTAPOXI1, por
ultimo, SEFAMOTIFGMY7S sitio de union para el factor SEF4.
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La caja CAAT situada a -97, corriente arriba de la caja TATA en el gen leg4 de leguminosa,
es responsable de la actividad tejido especifico (Shirsat et al., 1989). El gen codifica para la
proteina mas importante de almacenamiento en la semilla. Estas proteinas son usadas como
fuente de nitrégeno en plantulas en desarrollo, existen dos clases principales de proteinas de
almacenamiento en la semilla de la leguminosa; 11 S leguminas y 7 S vicilinas, la sintesis de
estas proteinas empieza en la mitad del desarrollo de la semilla hasta que comprende del 60%-
80% de la proteina en la semilla madura (Shirsat et al., 1989). La caja CAAT del gen de
At4g12640 esta en -81 del promotor, para P0450E05.35 de arroz se localiza a -150 del

promotor y en OJ1381 HO04.27 va en las inmediaciones del inicio de la transcripcion.

El factor transcripcional Dof se presenta unicamente en plantas y presentan un dominio de 52
residuos de aa altamente conservado de unién para la secuencia de reconocimiento AAAG; se
ha propuesto que el objetivo del activador transcripcional Dofl de maiz podria ser el promotor
del gen fosfoenolpiruvato carboxilasa tipo C4 (C4PEPC), atin mas, la proteina Dof especifica
de endospermo de maiz, PBF, se une a la caja cis prolamina responsable de la expresion
génica especifica para endospermo del gen zeina. También, PBF puede interactuar con la
proteina O2 (del tipo bZIP, basic leucine zipper) regulador de la expresion en endospermo,
indicando que puede ser un regulador transcripcional para la expresion de genes en
endospermo (Yanagisawa y Schmidt, 1999). En los promotores de los genes At4gl12640 y
0J1381 H04.27, la secuencia AAAG se encuentra en la misma posicion -32 y a -70 del gen
P0450E05.35, en el caso de C4PEPC se haya cerca del sitio de inicio de la transcripcion.
Aludiendo que, las proteinas de arroz y de thaliana podrian estar incluidas en una variedad de
respuestas a sefiales y/o la expresion génica tejido especifico en semilla. El gen -conglicinina
subunidad-a’ codifica para la subunidad o’ de la proteina de almacenamiento de semilla en
soja B-conglicinina compuesta de tres subunidades; o, o’ y 3, las proteinas son expresadas por
genes separados y expresados exclusivamente en diferentes tiempos de la maduracion de la
semilla, la secuencia RTTTTTR se ha encontrado en la posicion -105 del gen S-conglicinina
subunidad-a’, con funcion potenciadora de la transcripcion especifica en semilla, éste
elemento de secuencia une al factor nuclear SF4 que probablemente sea un proteina activadora
de la transcripcion (Allen et al.,1989). Casualmente, la secuencia GTTTTTG en el gen

0J1381 HO04.27 de arroz esta en -245 del promotor y en At4g12640 a -360 en el promotor.
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El gen OsWRKY71 sintetiza un represor transcripcional que puede inhibir la transduccion de
sefales en respuesta a la hormona giberelina mediante la unién a la secuencia TGAC en genes
de respuesta a la hormona giberelina (GA) como Amy32b (a-amilasa) o a-Amy2 en células de
aleurona de la semilla de arroz, al mismo tiempo se propone que OsWRKY71 interfiera con
la interaccion del activador DOF y GAMYB. La unién del represor OsWRKY71 a los
elementos actuantes cis del promotor, podria atenuar la expresion génica al interaccionar con
los dominios de activacion de los activadores transcripcionales y bloquear el contacto con
maquinaria basal de transcripcion o competir por los componentes de la maquinaria

transcripcional (Zhang ef al., 2004).

El tetramero YACT es un componente clave del mdédulo Meml (mesophill expression
module) para la expresion especifica en mesoéfilo del promotor del gen fosfoenolpiruvato
carboxilasa, ppcAl, isoforma C4 de Flaveria trinervia, la secuencia T/CACT se encuentra en
la parte distal del promotor esto decir a -1950 pb del promotortr (Gowik et al., 2004).
Encontrado tanto en los promotores de los genes de arroz como de thaliana, aunque no en la

posicion de Flaveria trinervia.

El elemento GATA en el promotor de genes cab es requerido para la activad génica en
respuesta a luz (Gilmartin et al., 1990). Experimentos realizados en tabaco descubrieron al
factor nuclear ASF-2 al unirse al motivo GATA, asimismo que per se no es suficiente para
conferir respuesta a luz en genes Cab y rbcS, sino que incluso es probable que el factor ASF-2
medie una expresion hoja especifica de igual forma ya que no hay actividad de uniéon en
extractos de raiz (Lam y Chua, 1989). En los genes de A. thaliana At4g12640 y arroz indica
0J1381 H04.27 existen varios de estos elementos GATA, habiendo uno en -91 y -95 de sus
respectivos promotores, comunmente encontrados hasta la posicion -150 de los genes cab, asi

como en el promotor de 35S CaMV (Lam y Chua, 1989).

Una caracteristica comtn de todos los elementos GT es una secuencia consenso amplia (G/T-
A/T-GTG-R-W-AA-W-R-A/T) rica en los nucledtidos T y A mas que G y T, las secuencias
flanqueantes pueden ser diferentes. Existen proteinas GT-1 y GT-2 con motivos tri-

helicoidales de union a ADN ftnicos de plantas, los cuales reconocen elementos degenerados

61



de GT. GT-1 puede estabilizar el complejo TFIIA-TBP sobre el ADN a través de la
interaccion de TFIIA, funcionando como un co—activador que se une a GT-1 (Le Gourrierec et
al., 1999). Puede haber diferentes proteinas GT con diferentes funciones especificas, como
para el gen de guisante rbcs-3A se registrado que el sitio de unién identificado como Box II
(GGTTAA) juega un rol importante en la transcripcion regulada por luz (Green et al., 1987).
Otros elementos cis de union a GT han sido implicados en la expresion tejido especifico como
en la expresion en polen del gen /at52, relacionados en la defensa (sitio de union SBF-1 en el
gen chsl5 de soja), y control del ciclo circadiano (sitio CGF en cab?2) (Villan et al., 1996). En
el presente trabajo se encontrdé que en ambos genes de A. thaliana At4gl2640y O. sativa ssp.
indica OJ1381 HO04.27 existe los elementos de unién al factor GT-1 como GAAAAA
(GRWAAW). La caja GAAAAA en los genes Spen ortdlogos OJ1381 H04.27 y Atgl12640 se
encuentran repetidos y distribuidos, lo que sugiere una funcion redundante y reguladora de la

transcripcion por luz como la del gen de guisante 7bcS-3A (Green et al., 1987).

De forma similar, en los promotores de OJ1381 H04.27 y At4g12640 que en el promotor del
gen RBCS de thaliana y tomate el elemento I Box, GATAAG, es una secuencia necesaria y
suficiente para la union de GBF (G Box binding factor) distinta del motivo GT de union para
GT-1, encontrada corriente abajo o 3’ de alguna de las secuencias redundantes para union a
GT-1; teorizando una accion reciproca fisica entre GBF y GT-1. Elevados niveles de actividad
de unién de GBF fueron detectados en las hojas y el tallo mientras que una baja actividad se
encontrd en raiz (Giuliano et al., 1988). La secuencia I box es funcional para la expresion
regulada por luz y tejido especifico del promotor de rbcS-14 de A. thaliana, especificamente
es sitio de union del factor GA-1 (Donald RGK y Cashmore AR, 1990). Implicando la
significancia funcional de I Box en los genes de arroz y A. thaliana de que, diferentes

proteinas de uniéon a ADN participan en la expresion regula por luz.

El gen OJ1381 H04.27 contiene en la misma posicion -97 del promotor que el gen g/0 de
tabaco la caja GTGA, director de la expresion especifica en polen del ultimo gen y putativo
homologo del gen lat56 de tomate. Un numero de otros genes son coordinadamente
expresados para la utilizacion de la pectina en el desarrollo del polen, como genes tipo pectato

liasa lat52, lat56 y lat59, con 54% de identidad en aminoacidos entre los ultimos dos, y en su

62



promotor comparten la caja 56/59 desde -120 hasta -87 de sus promotores donde comparte la
secuencia GTGA (Rogers et al., 2001). La secuencia GTGA de los genes g/0 de tabaco y
lat56/59 de tomate es considerada con la misma funcion (Rogers ef al., 2001). El dato presente
aqui revela la conservacioén de secuencias regulatorias a través de las especies para los genes
homologos, hemos descubierto que el motivo GTGA, presente en la caja LAT56/59 de los
genes de tomate /at56/59 como en el homodlogo de tabaco g/0, justamente se emplaza a -62
del promotor en At4gl12640 y a -125 del promotor de PO450E05.35 de arroz indica, indicando
conservacion en la union a un putativo factor transcripcional. El motivo de secuencia AGAAA
se encuentra en At4gl2640 a -86 pb del promotor, en cuanto al gen de arroz indica
0J1381 H04.27 la secuencia estd a -25 del promotor, consistentemente, el elemento AGAAA
se halla en la posicion -68 pb del promotor del gen lat52 de tomate, y es uno de dos elementos
cis co-dependientes reguladores de la transcripcion especifica en polen (Twell et al., 1991).
También en tomate, la secuencia es encontrada en el promotor del gen endo-f-manasa llamado
LeMANS, el cual se expresa en polen, anteras y flores abiertas, pero no en raiz, tallo, hojas y

silicuas (Filichkin et al., 2004).

Las nodulinas podrian funcionar en, y estructurar la membrana peribacteroide de las células
infectadas, la secuencia CTCTT esta presente en las nodulinas 20,22,23 y 44 alrededor de la
posicion -130 pb y alrededor de la posicion -120 pb de los genes Lb (Sandal et al.,1987). Tal
elemento es necesario para el control de la expresion nodulo especifica (Stougaard et al.,
1990). Durante la simbiosis de soja (Bradyrhizobium japonicum) ademas de los genes
leghemoglobin Lb, otros genes codificados por el hospedero son especificamente expresados
en el nodulo, las nodulinas incluyen las formas nodulo especificas de uricasa, glutamina
sintasa y sacarosa sintasa (Sandal et al.,1987). En el promotor de At4g12640 CTCTT yace en
el lugar -363 y en el promotor del gen de arroz OJ1381 HO04.27 yacen tres repeticiones de esa
secuencia colocados en -177, -222 y -417 pb, en tanto que, en el otro gen de arroz
P0450E05.35 hay 6 de repeticiones a -120, -137, -156, -205, -288 pb del promotor. Sugiriendo

que estos elementos también estén implicados en la activacion de estos genes.

En otra comparacion, cuatro secuencias consenso mas se hallaron entre los promotores de

At4g12640 y P0450E05.35, siendo éstas; CCAATBOXI1 caja localizada en el promotor de
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genes heat sock que actiian en cooperacion con HSEs para incrementar la actividad del
promotor hs, OSE2ROOTNODULE una de las secuencias consenso OSE (organ-especific
elements) caracteristico de los promotores activados de células infectadas en los nodulos de
raiz, SITEITATCYTC elemento “site II” encontrado en el promotor de genes nucleares,

SORLIP2AT secuencia representada en los promotores inducidos por luz en A. thaliana.

Mientras que, los genes de arroz indica, OJ1381 H04.27 y P0450E05.35, en total tienen 9
sitios iguales en su promotor, los faltantes son, CURECORECR es el motivo principal del
elemento en respuesta a cobre (CuRE) involucrado en la respuesta a oxigeno de estos genes de

clamidomonas, EBOXBNNAPA regulador transcripcional de genes de almacenamiento en

semilla, MYCCONSENSUSAT regula la transcripcioén de genes en el frio.

VLIII. Aislamiento de diferentes versiones de tamaiio del promotor del gen At4g12640 a

partir del genoma de A. thaliana.

Debido a que el gen At4gl12640 descubierto mediante el sistema de tres hibridos fue de una
biblioteca gendmica de A. thaliana, se decidid aislar la region del promotor y clonarla en un
vector para posteriores analisis in vivo. Para lo anterior, se disefiaron oligonucleo6tidos que
amplificaron la region 5’ corriente arriba hasta -490 y -981 pb desde el atg de inicio de la

traduccion, la Fig. 5 muestra los productos de PCR.

1 2 3 M M 1 2
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Figura 5. Amplificaciéon de la region promotora del gen At4g12640. Se disefiaron oligonucleotidos
para obtener el promotor de At4gl12640 usando el ADN gendomico de A. thaliana como templado. La
banda de los carriles 2 en ambas fotos son los productos de PCR de interés; en la foto A amplificacion

de 588 pb; la foto B amplificacion de 1.079 kb; M es el marcador molecular.

Los productos de PCR se clonaron en el vector de entrada Gateway pCR8/GW/TOPO, Fig. 6,
el cual tiene los sitios atfLL1 y attl.2, que pueden recombinarse con los sitios attR1 y attR2 del
vector binario destino que lleva los sitios LB y LR para que Agrobacterium tumefaciens
transfiera el T-DNA durante la transformacion de plantas. También fueron secuenciados los
productos de PCR clonados para comprobar que se hayan colocado en el sentido correcto, de

5°-3” en relacion al mismo sentido del vector.

1 M
—3kb
3054 pb
500 — 1018 pb
pb
A B

Figura 6. Clonacién de las versiones del promotor del gen At4g12640 en el vector de entrada
PCR 8/GW/TOPO. Los fragmentos generados por PCR de las versiones del promotor se clonaron en
el sitio EcoR I del vector de entrada pCR8/GW/TOPO. Los plasmidos fueron aislados de colonias
transformadas y cortados con EcoR I para liberar en producto de PCR clonado. En la columna 1 en la
foto A esta el fragmento de 580 pb y en B de 1.079 kb, en ambas fotos la banda superior es el vector de

entrada lineado de 2.817 kb; M es el marcador molecular.

La construccion con el vector pCR8/GW/TOPO se usdé como templado para amplificar las
versiones del promotor At4g12640 junto con los sitios de recombinacion a#tL1 y attL.2 con los
primers M13, tales productos de PCR se usaron en la reaccion de recombinacién dirigida hacia

el vector destino o binario pPKGWFS7.0 (Fig 7) del sistema Gateway, el cual tiene los bordes
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LB y LR para transferir la construccion con el gen reportero a plantas de 4. thaliana. La

reaccion de recombinacion se llevo acabo con el kit —LR Clonase II Enzyme Mix—.

1 2 3 4 5 M

10 kb

700 pb

Figura 7. Recombinacion entre el vector de entrada y el vector destino pKGWFS7. El
fragmento del promotor hasta -490 pb de At4g12640 insertado en el vector pPCR8/GW/TOPO
se amplifico por PCR y se clon6 al vector pKGWFS7 con el método de recombinacion de
sitios especificos del sistema Gateway. En los carriles 1-5, plasmidos extraidos de bacterias
trasnformados con la construcciéon en el vector pPKGWFS7 y cortados con EcoR 1. Excepto en
el carril 4, la banda media es el fragmento estudio de 588 pb liberado del vector pPKGWFS7

que es la banda superior de 12700 pb. M es marcador molecular.

VL.IV. Discusion

El sistema de tres hibridos se usé para encontrar una proteina que interaccionara con la region
lider del ARNm del gen sps/ de arroz. Al carecer de una biblioteca genomica de arroz con
fusiones de ADNc a un dominio de activacion transcripcional, se utilizd una biblioteca de
ADNCc de A. thaliana. Fue posible encontrar una interaccion especifica del ARN lider de sps/
con una proteina Spen codificada por el gen At4gl12640. Considerando que la region lider
tiene actividad potenciadora de la traduccion tanto en sistemas in vivo en A. thaliana como in

vitro en un sistema de extractos de germen de trigo (Martinez-Trujillo et al., 2003), se
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considerd como una posibilidad que el efecto del lider fuese a través de la interaccion de una
proteina, como ha sido reportado para el lider del virus del mosaico del tabaco (Wells et al.,
1998). La interaccion del ARN lider sps/ con tal proteina abre muchas preguntas respecto a si
es ¢ésta la responsable de la potenciacién de la traduccion y si es asi ;de qué manera lleva

acabo este proceso?.

Mediante la herramienta BLASTp de NCBI se encontraron dos proteinas Spen ortologas de O.
sativa ssp. indica en referencia a la proteina del gen At4g12640; una proteina con 73% de
identidad codificada por el gen OJ1381 HO04.27 y la otra proteina 40% idéntica elaborada por
el gen PO450E05.35. Solo se sabe de estas proteinas que por sus caracteristicas Spen, en la
parte de sus dominios RRM podrian interaccionar proteina-ARN como lo hizo la codificada
por At4g12640 con el 5° UTR de sps! en el sistema de tres hibridos del presente trabajo y por
la parte del dominio SPOC interaccionar proteina-proteina como la hace la proteina humana
Spen SHARP al unir a SMRT, un co-represor transcripcional que recluta a la histona

desacetilasa (HDAC) (Lin et al., 2003).

La expresion tejido especifica en endospermo y polen de arroz japonica del gen Spen OsRRM,
esta programada por la distribucion de los elementos de secuencia o motivos actuantes en cis
de su promotor (Shi ef al.,2007). Ya que el gen OsRRM de arroz japonica es homodlogo tanto
en la secuencia codificante del gen como en promotor a OJ1381 H04.27 de arroz indica, se
realizd una analisis comparativo del promotor de éste ultimo de indica con el otro gen

P0450E05.35 de indica y el ortdlogo en 4. thaliana At4gl12640.

En general, en los promotores de los genes At4g12640, OJ1381 HO04.27 y PO450E05.35 se
hallaron elementos para expresion en tejido especifico de semilla, asi como secuencias cis de
unién a activadores transcripcionales especificos para genes en endospermo (como el factor
Dof y SF4), e incluso hay un elemento de unién para un represor transcripcional que se
expresa en aleurona; éstos resultados de la base de datos PLACE, de manera congruente,
concuerdan con la expresion especifica en endospermo del gen OsRRM reportado por Shi et al
(2007); justamente el gen sps/ de arroz indica es capaz de dirigir una expresion tejido

especifico en escutelo y aleurona de la semilla (Chavez-Barcenas et al, 2000; Martinez-
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Trujillo et al., 2004). Entendiendo que los genes At4g12640, OJ1381 H04.27 y P0450E05.35
podrian estar involucrados en la regulacion del desarrollo embrionario durante la germinacion.
Del mismo modo como lo hizo en el sistema de tres hibridos con el 5° UTR de sps/ de arroz
indica, la proteina Spen codificada por el gen At4g12640 por su parte RRM N-terminal podria
interactuar con el 5° UTR de SPS de A. thaliana en la traducciéon al momento de la
germinacion del embrion dentro de la semilla, dejando el dominio SPOC libre para interactuar
con otra proteina y potenciar la traduccion o conducir a algin otro evento de regulacion. De
manera similar, los genes de arroz indica OJ1381 H04.27 y P0450E05.35 como igual sus
homologos de arroz japénica OsRRM y 0s09g0516300 también podrian interaccionar
respectivamente con el ARNm 5° UTR sps/ y su homologo osSPS! en arroz japonica durante
la traduccion. Es decir que, éstas proteinas pueden estar implicadas en la regulacion post-
transcripcional o procesamiento de RNA de genes necesarios para la germinacion de la

semilla.

Es interesante que, los genes At4gl12640, OJ1381 HO04.27 y P0450E05.35 también tienen
secuencias para expresion especifica en polen y flor, ademds de otros elementos como de
respuesta a luz y expresion especifica en tejido mesofilo. Elementos cis similares se ubican en
el promotor de sps/ con expresion especifica en polen y tejido mesédfilo (Chavez-Barcenas et
al, 2000; Martinez-Trujillo et al., 2004), aunado que OsRRM también contiene secuencias que
le dan la capacidad de expresarse en polen (Shi et al., 2007). Lo anterior hace que los
elementos funcionales cis de los promotores confieran expresion de las proteinas Spen de los
genes de A. thaliana y sus ortdlogos de arroz indica en los mismos organos especializados y
estados especificos del desarrollo de la planta en que se expresa el gen sps/ de arroz, lo que

permitiria eventualmente la interaccion del lider sps/ y la proteina Spen.

Las proteinas Spen cifradas por el gen de A. thaliana como sus ortdlogos de arroz indica
puede que estén relacionadas en el procesamiento transcripcional y post-transcripcional, como
también en la estabilidad del ARNm, degradacion y regulacion de la traduccion de genes
especificos expresados en la fotosintesis de tejido mesofilo, floracién y desarrollo del polen.
Por ejemplo. La proteina nuclear Spen en A4. thaliana FPA participa en el control del tiempo

de floracion, regulando la escision alternativa del RNA y poliadenilacion; es probable que
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FPA mediante la seleccion del sitio poli(A) proximal en el FPA pre-RNAm auto-regule
negativamente la expresion, resultando en la perdida del codon de alto de RNA y codificando
para solo el primer RRM de FPA. La funcion de FPA es redundante con FCA, otra proteina
especifica de unién a ARN en planta que controla el tiempo de floracion y silenciamiento de
ARN, fisicamente interactia con FY para controlar la expresion de FLC. FY es un factor
conservado de procesamiento del ARN 3’ (Hornyik ef al. 2010). Por lo tanto, la versatilidad de
las proteinas Spen sobre la union de los dominios RRM y SPOC hacia sus cognados es grande
ya que participan en diferentes mecanismo moleculares requeridos en un espacio-tiempo
especial del desarrollo de la planta, mismamente lo demuestra la presencia de proteinas Spen
en desiguales etapas del desarrollo de la planta y estructuras reproductivas, como lo son la

semilla y polen.

Se decidi6 demostrar in vivo que el gen descubierto At4gl2640 es capaz de dirigir una
expresion tejido especifico en endospermo, polen y tejido mesofilo, tal como lo sugieren los
motivos del promotor encontrados por la base de datos PLACE. Por lo que, se hicieron dos
construcciones usando productos de PCR en direccion 5° de -490 pb y -981 pb desde el atg de
inicio de la traduccion de At4g12640. En este trabajo se clond la amplificacion del promotor
hasta -490 despues del atg de inicio de la traduccion, en el vector destino pKGWFS7 del
sistema Gateway. Con la construccion anterior se transformaran plantas de A4. thaliana via
Agrobacterium tumefaciens, lo cual se estd realizando en el laboratorio para un trabajo
posterior de tesis. Teorizando que los genes reporteros se expresaran en la planta, acorde a los

motivos del promotor hallados en los analisis informaticos.
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ANEXO

At4g12640

Web Signal Scan Program
Database Searched: PLACE

This is the sequence you submitted
>../../tmp/sigscan//signalseq.12284 [Unknown form], 500 bases, CB734C5B
checksum.
GAAACATGACGAGCAGATCTACGGAGAGGAGTGTGAGTTTCTGGGGTTTG
AGGAGTGTGTGAGGTTGAAGATGGAGATAGATACGATTTGCGATAGATGT
TAGACGGAGTTTTGGTTGGGGATTTGAAGGTTTTTGCTCTTGGAGTTGAA
GCCATTGATGGTGTAAGCTAGGGTTTTTCTGGGTGAAGAATGAAGAGTGA
ATGAAGAGGAAGAAGAAGACGATGATGATGATGAAGAAGGAGGTAGAGAG
AGAAAGTTGGCGGGAAAAGGTGGCGGACACTTCTTCTTCTTCGCATCAGA
CAAGAGTTTGCGAGAAAAGGGTTTAACTTTGGGCCGAATATTGGGCTTAT
TAACCCAACTCATCACTTTAGGTTTATCCAAATTAATCATAACATTTTGG
GCCGATTTGATAAGAAATCAATAATATAGGTCCTTTTGTGAAAGAAAAAA
AAAAAAACGAAGAGCACAAAGTGAAATGGGGAATTGTTTTTTGTAGAGCC

RESULTS OF YOUR SIGNAL SCAN SEARCH REQUEST

../../tmp/sigscan//signaldone.12284: 500 base pairs
Signal database file: user.dat

(+) = Current Strand
(-) = Opposite Strand
1 GAAACATGACGAGCAGATCTACGGAGAGGAGTGTGAGTTTCTGGGGTTTG
(+)ASF1IMOTIFCAMV S000024
(+)WRKY710S S000447
(-)CACTFTPPCAl S000449
(+)GTGANTG10 S000378
(+)EECCRCAH1 S000494
(-)POLLEN1LELAT52 S000245
51 AGGAGTGTGTGAGGTTGAAGATGGAGATAGATACGATTTGCGATAGATGT
(-)CACTFTPPCALl S000449
(+)GTGANTG10 S000378
(+)GATABOX S000039
(+)GATABOX S000039
(+)ARRIAT S000454
(+)EECCRCAH1 S000494
(+)PRECONSCRHSP70A S000506
(+)PRECONSCRHSP70A S000506
(+)GATABOX S000039
101 TAGACGGAGTTTTGGTTGGGGATTTGAAGGTTTTTGCTCTTGGAGTTGAA

(-)REALPHALGLHCB21 S000362
(-)MYBPZM S000179
(+)ARR1AT S000454
(+)SEF4MOTIFGM7S S000103
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(+)NODCON2GM S000462
(+)OSE2ROOTNODULE S000468
(-)CAREOSREP1 5000421

151 GCCATTGATGGTGTAAGCTAGGGTTTTTCTGGGTGAAGAATGAAGAGTGA
(-)CAATBOX1 S000028
(-)UP2ATMSD S000472
(-)GT1CONSENSUS S000198
(-)GT1GMSCAM4 S000453
(-)POLLEN1LELAT52 S000245
(+)GTGANTG10 S000378
(-) INRNTPSADB S000395
(-)NODCON2GM S000462
(-)OSE2ROOTNODULE

S000468
(-) INRNTPSADB S000395
(-)CACTFTPPCA1
S000449
(+)GTGANTG10 S000378
201 ATGAAGAGGAAGAAGAAGACGATGATGATGATGAAGAAGGAGGTAGAGAG
(-)NODCON2GM S000462
(-)OSE2ROOTNODULE S000468
(-)CTRMCAMV35S S000460
251 AGAAAGTTGGCGGGAAAAGGTGGCGGACACTTCTTCTTCTTCGCATCAGA

(+)POLLEN1LELAT52 S000245
(+)DOFCOREZM S000265

(-)E2FAT S000417

(+)E2F10SPCNA S000396

(-)E2FANTRNR S000366

(-)E2FCONSENSUS S000476

(+)GT1CONSENSUS S000198
(-)PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A S000259
(+)DOFCOREZM S000265
(-)SORLIP1AT S000482
(+)CACTFTPPCA1 S000449

301 CAAGAGTTTGCGAGAAAAGGGTTTAACTTTGGGCCGAATATTGGGCTTAT
(-)NODCON2GM S000462
(-)OSE2ROOTNODULE S000468
(+)POLLEN1LELAT52 S000245
(-)PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A S000259
(+)DOFCOREZM S000265
(+) TBOXATGAPB S000383
(-)DOFCOREZM S000265
(+)SITEIIATCYTC S000474
(+)SORLIP2AT S000483
(-)-10PEHVPSBD S000392
(-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(-)CAATBOX1 S000028
(-)CCAATBOX1 S000030
(+)SITEIIATCYTC S000474
(-)GT1CORE
$000125
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351 TAACCCAACTCATCACTTTAGGTTTATCCAAATTAATCATAACATTTTGG
(+)SEF3MOTIFGM S000115
(+)CAREOSREP1 S000421
(+)PREATPRODH S000450
(+)ANAERO3CONSENSUS S000479
(-)GTGANTG10 S000378
(+)CACTFTPPCALl S000449
(+)NTBBF1ARROLB S000273
(-)DOFCOREZM S000265
(-) TAAAGSTKST1 S000387
(-)GT1CONSENSUS S000198
(+)SREATMSD S000470
(-)IBOXCORE S000199
(+) TATCCAOSAMY S000403
(-)GATABOX S000039
(-)MYBST1 S000180
(+)CIACADIANLELHC S000252
(-)ARRIAT S000454
(-)UP1ATMSD S000471

(+)SITEIIATCYTC
S000474

(+)SORLIP2AT
$000483
401 GCCGATTTGATAAGAAATCAATAATATAGGTCCTTTTGTGAAAGAAAAAA

(+)ARR1AT S000454
(+)GATABOX S000039
(+)IBOX S000124
(+)IBOXCORE S000199
(+) IBOXCORENT S000424
(+)POLLEN1LELAT52 S000245
(-)ARRIAT S000454
(+)CAATBOX1 5000028
(+)POLASIG3 S000088
(-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(+)PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A S000259
(-)DOFCOREZM S000265
(+)GTGANTG10 S000378
(+)DOFCOREZM S000265
(+)POLLEN1LELAT52
S000245
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)GT1GMSCAM4 S000453
(-)MARTBOX S000067
(-)MARTBOX S000067
(-)MARTBOX S000067
(-)MARTBOX S000067

451 AAAAAAACGAAGAGCACAAAGTGAAATGGGGAATTGTTTTTTGTAGAGCC
(-)NODCON2GM S000462
(-)OSE2ROOTNODULE S000468
(-) TBOXATGAPB S000383
(+)DOFCOREZM S000265
(-) INRNTPSADB S000395
(-)CACTFTPPCAl S000449
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(+)GTGANTG10 S000378
(-)CAATBOX1 S000028

501

o If you use this program in published research, please cite:
- Higo, K., Y. Ugawa, M. Iwamoto and T. Korenaga (1999) Plant cis-
acting
regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids
Research
Vol.27 No.l pp. 297-300.
- Prestridge, D.S. (1991) SIGNAL SCAN: A computer program that scans
DNA
sequences for eukaryotic transcriptional elements. CABIOS 7, 203-
206.

OsI_30787

Web Signal Scan Program
Database Searched: PLACE

This is the sequence you submitted
>../../tmp/sigscan//signalseq.11808 [Unknown form], 502 bases, 3BF0E985
checksum.
ggtatgaacaaattccagtcgtccgatgctgccaaatcgatggccatgat
ttggtaccgcatgccctcaaggatggtaaaaaatctctttctataatatt
agcatgcatgcgcttaactccaaaatatatggatggatatattctaagtt
ttataaatatgatagatagaaatgttgaaatattgtggaaatggtgttgg
tttgtagtattcaataaatcgtactctcttcatctcaaaacataaaaagt
ttttgttgaatgtgacacattctagtactacgaatctggataaactagta
tgtgtttcatgtaatcaaaactctttatattttgagatagatggagtata
gatatgatattgtaagcttataagatttgatatgcattaattattgtcca
gtgataagccatgcttgcatccattttctcggcaaacgaaaaaaaacacg
gaagggaaaaatagtaaagggcagcaagaaaaaaaatggaaaaacaattg
ca

RESULTS OF YOUR SIGNAL SCAN SEARCH REQUEST

../../tmp/sigscan//signaldone.11808: 502 base pairs
Signal database file: user.dat

Current Strand
Opposite Strand

(+)
(=)

1 GGTATGAACAAATTCCAGTCGTCCGATGCTGCCAAATCGATGGCCATGAT
(-)ARRIAT S000454
(+)ARRIAT S000454

85



51 TTGGTACCGCATGCCCTCAAGGATGGTAAAAAATCTCTTTCTATAATATT
(+)CURECORECR S000493
(-)CURECORECR S000493
(-)BOXLCOREDCPAL S000492
(+)S1FBOXSORPS1L21 S000223
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)CCA1ATLHCB1 S000149
(-)ARRIAT S000454
(+)NODCON2GM S000462
(+)OSE2ROOTNODULE S000468
(-)DOFCOREZM S000265
(-)POLLEN1LELAT52 S000245
(-)BOXIINTPATPB S000296

(-)ROOTMOTIFTAPOX1
$000098
(+)ROOTMOTIFTAPOX1
$000098
(+)CPBCSPOR S000491
101 AGCATGCATGCGCTTAACTCCAAAATATATGGATGGATATATTCTAAGTT

(+)RYREPEATBNNAPA S000264
(+)RYREPEATGMGY2 S000105
(+)RYREPEATLEGUMINBOX S000100
(+)RYREPEATVFLEB4 S000102
(-)RYREPEATVFLEB4 S000102
(-)RYREPEATGMGY2 S000105
(-)RYREPEATLEGUMINBOX S000100
(-)RYREPEATBNNAPA S000264
(-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(-)AMYBOX2 S000021
(-) TATCCAYMOTIFOSRAMY3D S000256
(-) TATCCAOSAMY S000403
(+)MYBST1 S000180
(+)GATABOX S000039
(+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(+)-10PEHVPSBD S000392

151 TTATAAATATGATAGATAGAAATGTTGAAATATTGTGGAAATGGTGTTGG
(+)TATABOX2 S000109
(-)SEF1MOTIF S000006
(-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(+)GATABOX S000039
(+)GATABOX S000039
(+)BOXIINTPATPB S000296
(+)POLLEN1LELAT52 S000245
(-)RAVIAAT S000314
(-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(-)CAATBOX1 S000028
(+)GT1CONSENSUS S000198
(-)CANBNNAPA S000148
(-)RAVIAAT S000314
(-)REALPHALGLHCB21
$000362
(-)MYB1AT S000408
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201 TTTGTAGTATTCAATAAATCGTACTCTCTTCATCTCAAAACATAAAAAGT
(-)CACTFTPPCAL S000449
(+)CAATBOX1 S000028
(+)POLASIG1 S000080
(-)ARRIAT S000454
(+)CURECORECR 5000493
(-)CURECORECR 5000493
(+)CACTFTPPCAL S000449
(+)NODCON2GM S000462
(+)O0SE2ROOTNODULE S000468
(-)MARARS S000064
(+)DOFCOREZM S000265
(+)SEF4MOTIFGM7S
$000103

251 TTTTGTTGAATGTGACACATTCTAGTACTACGAATCTGGATAAACTAGTA
(-)RAVIAAT S000314
(-) TGTCACACMCUCUMISIN S000422
(+)GTGANTG10 S000378
(+)WRKY710S S000447
(-)BIHD10S S000498
(-)CACTFTPPCAl S000449
(+)CURECORECR 5000493
(-)CURECORECR 5000493
(+)CACTFTPPCAL S000449
(-)ARRIAT S000454
(-) TATCCAOSAMY S000403
(+)MYBST1 S000180
(-)SREATMSD S000470
(+)GATABOX S000039
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)IBOXCORE S000199
(-)CACTFTPPCAL
5000449

301 TGTGTTTCATGTAATCAAAACTCTTTATATTTTGAGATAGATGGAGTATA
(-)ARRIAT S000454
(+)NODCON2GM S000462
(+)OSE2ROOTNODULE S000468
(-)DOFCOREZM S000265
(-)TAAAGSTKST1 S000387
(+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(+)GATABOX S000039
(-)CACTFTPPCAL S000449

351 GATATGATATTGTAAGCTTATAAGATTTGATATGCATTAATTATTGTCCA
(+)GATABOX S000039
(+)GATABOX S000039
(+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098
(-)CAATBOX1 S000028
(+)ARRIAT S000454
(+)GATABOX S000039
(-)POLASIG3 S000088
(-)CAATBOX1 S000028
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(-)CACTFTPPCAL
S000449

401 GTGATAAGCCATGCTTGCATCCATTTTCTCGGCAAACGAAAAAAAACACG
(+)GTGANTG10 S000378

(+)GATABOX S000039

(+)IBOX 5000124

(+)IBOXCORE S000199

(-)GT1CONSENSUS S000198
(-)POLLEN1LELAT52 S000245

(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)GT1GMSCAM4 S000453

451 GAAGGGAAAAATAGTAAAGGGCAGCAAGAAAAAAAATGGAAAAACAATTG
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)GT1GMSCAM4 S000453
(-)SP8BFIBSPS8BIB S000184
(-)CACTFTPPCA1 S000449
(+) TAAAGSTKST1 S000387
(+)DOFCOREZM S000265
(+)POLLEN1LELAT52 S000245
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)GT1GMSCAM4 S000453
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)GT1CONSENSUS S000198
(+)GT1GMSCAM4 S000453
(+)CAATBOX1 S000028
(+)EBOXBNNAPA S000144

(+)MYCCONSENSUSAT
$000407
(-)EBOXBNNAPA S000144
(-)MYCCONSENSUSAT
$000407
(-)CAATBOX1 S000028
501 CA

o If you use this program in published research, please cite:
- Higo, K., Y. Ugawa, M. Iwamoto and T. Korenaga (1999) Plant cis-
acting
regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids
Research
Vol.27 No.l pp. 297-300.
- Prestridge, D.S. (1991) SIGNAL SCAN: A computer program that scans
DNA
sequences for eukaryotic transcriptional elements. CABIOS 7, 203-
206.

88



Osl_32043

Web Signal Scan Program
Database Searched: PLACE

This is the sequence you submitted
>../../tmp/sigscan//signalseq.11602 [Unknown form], 506 bases, 4C4B5FCA
checksum.
ttgtgactagtgagagcaagtttaatagtgtagccaactactatctcaaa
atcacctatagtcaacataatagccaattcatataatagttatatataaa
catatagtacactattaatacatgaatacatatcatacaaacattgtgtt
ttggagtccgtgctataactggctataaatttatagcccgetgettttet
ctctactcttttatcttctcgacatgtgtttatecttctecttatagtetge
tacagtacctgcttgccagtgatgctgttecctggececctectettteccacag
aacggcctataaggatcaaaaagccctatgccagtttctecttgtttcaat
ctgggcctcttececttgtettttactecttectcaagecccggectgetaaa
tgccgtgttgctceccgeccacgtaaccggaaagcatcgectecgaaccctect
aggccgccgtgceccccacacgtcatatactcagcccgatceccgecccggett
gtctca

RESULTS OF YOUR SIGNAL SCAN SEARCH REQUEST

../../tmp/sigscan//signaldone.11602: 506 base pairs
Signal database file: user.dat

(+) = Current Strand
(-) = Opposite Strand
1 TTGTGACTAGTGAGAGCAAGTTTAATAGTGTAGCCAACTACTATCTCAAA
(+)GTGANTG10 S000378
(+)WBOXHVISOl S000442
(+)WBOXNTERF3 S000457
(+)WRKY710S S000447
(-)CACTFTPPCALl S000449
(+)GTGANTG10 S000378
(-)CACTFTPPCALl S000449
(+)CACTFTPPCAl S000449
(-)GATABOX S000039
(-)ARRIAT S000454
51 ATCACCTATAGTCAACATAATAGCCAATTCATATAATAGTTATATATAAA

(-)GTGANTG10 S000378
(-)WBOXHVISOl S000442
(- )WBOXNTERF3 S000457
(- )WBOXATNPR1 S000390
(-)WRKY710S S000447
(+)RAVIAAT S000314
(+)CCAATBOX1 S000030
(+)CAATBOX1 S000028
(+)CARGCWSGAT S000431
(-)CARGCWSGAT S000431
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(-)TATABOX4 S000111
(+)TATABOX4 S000111
(-) TATAPVTRNALEU S000340

101 CATATAGTACACTATTAATACATGAATACATATCATACAAACATTGTGTT

(-)CACTFTPPCAL S000449
(+)CURECORECR 5000493
(-)CURECORECR 5000493

(+)CACTFTPPCAL S000449

(+) TATABOX3 S000110

(-)TATABOX3 S000110

(-)-10PEHVPSBD S000392
(-)GATABOX S000039
(-)CAATBOX1 S000028

151 TTGGAGTCCGTGCTATAACTGGCTATAAATTTATAGCCCGCTGCTTTTCT

(+)MYB2AT S000177
(+)MYB2CONSENSUSAT S000409
(-)MYBCORE S000176

(+)TATABOX2 S000109

(-)TATABOX2 S000109
(-)BS1EGCCR S000352
(-)ANAERO2CONSENSUS S000478
(-)DOFCOREZM S000265

(-)POLLEN1LELAT52
5000245

201 CTCTACTCTTTTATCTTCTCGACATGTGTTTATCTTCTCTTATAGTCTGC
(+)CACTFTPPCALl S000449
(+)NODCON2GM S000462
(+)OSE2ROOTNODULE S000468
(-)DOFCOREZM S000265
(-)GT1CONSENSUS S000198
(-)IBOXCORE S000199
(-)GATABOX S000039

(+)EBOXBNNAPA S000144

(+)MYCATERD1 S000413

(+)MYCCONSENSUSAT S000407

(-)DPBFCOREDCDC3 S000292

(-)EBOXBNNAPA S000144

(-)MYCATRD22 S000174

(-)MYCCONSENSUSAT S000407

(-)GT1CONSENSUS S000198
(-) IBOXCORE S000199
(-)GATABOX S000039
(+)NODCON2GM S000462
(+)OSE2ROOTNODULE S000468

251 TACAGTACCTGCTTGCCAGTGATGCTGTTCCTGGCCCTCTCTTTCCACAG
(-)CACTFTPPCAL S000449
(+)CURECORECR 5000493
(-)CURECORECR 5000493
(-)CACTFTPPCAL S000449
(+)GTGANTG10 S000378
(-)SORLIP2AT S000483
(+)NODCON2GM S000462
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(+)OSE2ROOTNODULE S000468
(-)DOFCOREZM S000265
(-)SV40COREENHAN S000123

301 AACGGCCTATAAGGATCAAAAAGCCCTATGCCAGTTTCTCTTGTTTCAAT
(+)MYBCOREATCYCB1 S000502
(+)DOFCOREZM S000265
(-)POLLENILELAT52 S000245
(+)NODCON2GM S000462
(+)0SE2ROOTNODULE S000468
(+) INRNTPSADB S000395
(+)CAATBOX1 S000028
(-)ARRIAT S000454

351 CTGGGCCTCTTCCCTTGTCTTTTACTCTTCCTCAAGCCCGGCCTGCTAAA
(+)SITEIIATCYTC S000474
(+)SORLIP2AT S000483
(+)NODCON2GM S000462
(+)0SE2ROOTNODULE S000468
(-)DOFCOREZM S000265
(+)CACTFTPPCA1 S000449
(+)NODCON2GM S000462
(+)OSE2ROOTNODULE S000468

401 TGCCGTGTTGCTCCCGCCACGTAACCGGAAAGCATCGCTCGAACCCTCCT
(+)UPRMOTIFIIAT S000426
(-)RAVIAAT S000314

(+)SORLIPIAT S000482

(-)ABREATCONSENSUS S000406

(-)ACGTABREMOTIFA20SEM S000394

(-)BOXIIPCCHS S000229
(-)ABRELATERD1 S000414
(+)ACGTATERD1 S000415
(-)ACGTATERD1 S000415

(-)MYBCORE S000176
(+)DOFCOREZM S000265

451 AGGCCGCCGTGCCCCACACGTCATATACTCAGCCCGATCCCGCCCGGCTT
(+)GCCCORE S000430
(-)ABRELATERD1 S000414
(+)ACGTATERD1 S000415
(+)HEXMOTIFTAH3H4 S000053
(-)ACGTATERD1 S000415
(-)TGACGTVMAMY S000377
(-)ASFIMOTIFCAMV S000024
(-)WRKY710S S000447
(+)CACTFTPPCAl S000449
(+)SEBFCONSSTPR10A
$000391
(+)ARFAT S000270

501 GTCTCA
(- ) SURECOREATSULTR11 S000499



o If you use this program in published research, please cite:
- Higo, K., Y. Ugawa, M. Iwamoto and T. Korenaga (1999) Plant cis-
acting
regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids
Research
Vol.27 No.l pp. 297-300.
- Prestridge, D.S. (1991) SIGNAL SCAN: A computer program that scans
DNA

sequences for eukaryotic transcriptional elements. CABIOS 7, 203-
206.
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