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Resumen

RESUMEN
El 80% de los azucares sintetizados en las hojas maduras es distribuido

hacia tejidos poco o nada fotosintéticos como por ejemplo las raices, flores,
meristemos, frutos o semillas. No se conoce con detalle que factores son los
responsables de definir la forma en que los azlcares seran distribuidos, sin
embargo, se ha observado que factores como: estado de desarrollo, tipo de tejido
que los forman, asi como la forma en que son transportados estos azlcares
(simplasto o apoplasto) son muy importantes. Cuando los azlcares son
distribuidos via simplasto, son importados por medio de plasmodesmos. Por otro
lado, cuando los azlcares son distribuidos via apoplasto, primero son
descargados hacia el espacio intercelular donde la invertasa de la pared celular
hidroliza a la sacarosa en glucosa Yy fructosa. La incorporacion de esos azucares
hacia al interior de las células depende de la actividad de transportadores
especificos localizados en la membrana plasmatica. De tal forma que un elemento
importante para determinar la capacidad de asimilacién de azucares en un tejido
demanda puede ser la cantidad de proteinas transportadoras en la membrana. Si
esto es asi, la alteracion en los niveles de expresion de los transportadores de
azlcares puede ser un medio efectivo para modificar la distribucion de fotosintatos
en las plantas. Con el fin de explorar esta posibilidad, en este trabajo se
construyeron plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana en las que con el
promotor 35S se dirigio la expresion del transportador HXT2 de Saccharomyces
cerevisiae, el cual es especifico para glucosa y fructosa. Los resultados obtenidos
mostraron que la expresion del transportador HXT2 modificd la distribucion de
fotosintatos: las plantas transgénicas enviaron mas fotosintatos a la raiz, una parte
de los cuales se acumularon como glucosa, fructosa y almidén. Por otro lado, las
raices de las plantas transgénicas fueron de un menor tamafio que las de las
plantas silvestres. Todos estos cambios sugieren que la expresion del
transportador HXT2 de S. cerevisiae modifico la distribucién de azlcares en las

plantas de A. thaliana.
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Metabolismo de sacarosa y almidon en tejidos fotosintéticos
Sintesis de sacarosa

Las plantas son organismos autotrofos capaces de realizar fotosintesis; los
productos finales de dicho proceso son carbohidratos como almidén o sacarosa.
En tejidos fotosintéticos la sacarosa se sintetiza en el citosol a partir de triosas
fosfato provenientes del ciclo de Calvin, las cuales son exportadas del cloroplasto
via un translocador que las intercambia con fosfato (Fig 1, reaccién 1).

En el citosol las triosas fosfato son usadas para sintetizar fructosa-1,6-P-.
Después el fosfato de la posiciéon 1 es removido por la fructosa-1,6-bifosfatasa y
la fructosa-6-P es utilizada por la sacarosa-6-P sintasa para producir sacarosa-6-
P. Finalmente, el P es eliminado por la sacarosa-6-P fosfatasa y la sacarosa
resultante puede ser transportada a diferentes 6rganos de demanda o bien, es

almacenada en la vacuola (Fig. 1).

Sintesis de almidén

El almidén es el otro producto de la fotosintesis. Esta constituido por
moléculas de glucosa unidas por enlaces « (1,4) y « (1,6). Forma un granulo muy
compacto, lo que permite a las células almacenar grandes cantidades de glucosa
sin afectar el potencial osmoético. El almidén se sintetiza en el interior del
cloroplasto a partir de triosas fosfato. Las reacciones hasta glucosa-1-P son
idénticas a las que ocurren en el citosol durante la sintesis de sacarosa. Sin
embargo, en ambos casos participan isoenzimas diferentes (Fig. 1) que se regulan
de manera distinta. Por ejemplo, la fructosa-1,6- bifosfatasa del cloroplasto se
regula por tiorredoxina y no por fructosa-2,6-P, y AMP como la enzima citosélica.
Después la ADP-glucosa pirofosforilasa (ADPGasa) transforma la glucosa-1-P y
ATP en ADP- glucosa y pirofosfato.

La siguiente enzima es la almiddn sintasa, la cual transfiere la unidad

glucosil del ADP-glucosa al extremo no reductor de un cebador (u-1,4 glucano).



Introduccion

Finalmente, los enlaces «(1,6) son introducidos por la actividad de la enzima
ramificadora.

La mayor parte del almidén sintetizado en el dia es degradado durante la
noche (Scheiding et al., 2002) asegurando la disponibilidad de fotosintatos durante
ese periodo. De hecho, mutantes de A. thaliana deficientes en la actividad de la
phosphoglucosaisomerasa (PGl) de cloroplasto que son incapaces de sintetizar
almidon crecen a la misma velocidad que las plantas silvestres si se cultivan bajo
luz continua (Casper et al., 1985). Sin embargo, la velocidad de crecimiento se

reduce drasticamente en la oscuridad.

Coordinacidn entre sintesis de sacarosa y almiddén en tejidos fotosintéticos

Las concentraciones relativas de ortofosfato y de triosas fosfato son muy
importantes para determinar la proporcion de carbono fijado fotosintéticamente
que se utiliza para sintetizar almidon o sacarosa. La actividad del translocador
fosfato/triosas-P que comunica al citosol con el cloroplasto es fundamental (Fig. 1,
reaccion 1). Si la concentracién de ortofosfato en el citosol es baja, se limita la
exportacion de triosas-P y se favorece la sintesis de almidén. Por otro lado,
concentraciones elevadas del ortofosfato en el citosol promueven la sintesis de
sacarosa.

En el cloroplasto la relacién entre ortofosfato y triosas—P afecta también la
actividad de otras enzimas. Una de ellas es la ADP-glucosa pirofosforilasa, la cual
es estimulada por 3-PGA e inhibida por ortofosfato. Durante el dia, la
concentracion de 3-PGA es mayor que la de ortofosfato y ello también promueve
la sintesis de almidon.

La fructosa 2,6-P, es un inhibidor de la fructosa-1,6-bifosfatasa y niveles
mas elevados de este metabolito disminuyen la sintesis de sacarosa. Los niveles
de fructosa-2,6-P, son regulados por las actividades de fructosa-6-P cinasa
(responsable de la sintesis) y la fructosa-2,6-P fosfatasa (responsable de la
degradacién). El ortofosfato estimula a la fructosa 6-P 2-cinasa e inhibe a la
fructosa-2,6-P, fosfatasa, mientras que las triosas inhiben a la fructosa-6-P 2-

cinasa.
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Se ha observado que otras enzimas también son importantes. Como se
menciono anteriormente, Casper et al (1985) obtuvieron una mutante de A.
thaliana con deficiente actividad de PGI de cloroplasto, mostrando perturbaciones
en crecimiento, fotosintesis, respiracién y sorprendentemente los niveles de
almidon no mostraron cambios. En relacion a esto, se obtuvo una mutante de
Clarkia xantiana que se caracteriza por tener baja actividad de
fosfoglucoisomerasa (PGI) citosdlica, la cual redujo la velocidad de sintesis de la
sacarosa e incremento la velocidad de sintesis de almidén (Neuhaus et al., 1989).
Por otro lado, plantas transgénicas de tomate que expresan el gen de enzima
sacarosa fosfato sintasa (SPS) de hoja de maiz, mostraron un aumento en la
concentracion de sacarosa en la hojas y una reduccion importante en los niveles
de almidon (Worrel et al., 1991). Esto sugiere que las perturbaciones en el
metabolismo de sacarosa pueden llevar a cambios en el metabolismo de almidén,
pero no viceversa, y que la actividad de algunas enzimas citosolicas puede ser

muy importante para determinar las cantidades de sacarosa y almidén que se

=

sintetizan.

CLOROPLASTO
Ciclo de
Calvin

Tossatostato CITOSOL

2

Almidén S
bifesfate
T

ADP.glucosa

Fructosa -1.§- bifosfate

e Sacarosa 6-fgsfato
4 13
FE P P

_/'_ 12
Fructosa-g-tostato

5
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Fructosa-6-fosfato
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ATP
v B
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Glucosa-4-fosfato
w
6
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Figura 1. Relacion en la sintesis de almidén en tejidos fotosintéticos. Enzimas: 1, translocador
de fosfato, 2, fructosa bifosfato aldolasa; 3, 6-fosfofructocinasa; 4, fructosa-1,6-bifosfato; 5,
fosfoglucoisomerasa; 6, fosfoglucomutasa; 7, ADP-glucosa pircfosforilasa; 8, almidén sintasa; 9,
enzima ramificadota de almidén; 10, fosfofructofosfotransferasa dependiente de pirofosfato; 11,
UDP-glucosa pirofosforilasa; 12, sacarosa-6-fosfato sintasa; 13, sacarosa fosfato fosfatasa. (Boyer,
19986).

Glucesa-sdosfato UDP-glucosa
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Mecanismos de carga y descarga del floema

Los azucares producto de la fotosintesis de las hojas son distribuidos entre
los diferentes 6rganos demanda a través de una red vascular denominada floema.
La mayoria de las especies transportan sacarosa (Zimmermann y Ziegler, 1975),
aunque también hay ejemplos de especies que translocan manitol y sorbitol asi
como azucares relacionados con la rafinosa (rafinosa, estaquiosa y verbascosa)
(Grusak et al., 1996). Sin embargo, aunque estos azucares predominen en el
floema la sacarosa siempre esta presente.

El floema de las angiospermas estd formado por dos tipos de células
altamente diferenciadas y relacionadas ontogenéticamente: células acomparantes
(CAs) y elementos cribosos (ECs) (Sjélund, 1997; Ward et al., 1998). Durante el
proceso de diferenciacién las células de los SEs, pierden el nicleo, vacuolas y
otros organelos y forman tubos de células vivientes conectadas por placas
cribosas. Las CAs se caracterizan por tener un protoplasma denso, nucleo,
numerosas mitocondrias y por estar conectadas por plasmodesmos con los SEs,
la funcionalidad depende de la actividad metabdlica de las CAs (Lucas et al.,
1993).

La ruta de transporte de sacarosa desde el tejido fuente hacia el tejido de
demanda no esta completamente dilucidada, pues existen diferencias importantes
entre las diferentes especies de plantas. Sin embargo, se conocen algunos
aspectos que aparentemente operan en la mayoria de las especies. Las plantas
utilizan dos rutas (simplasto y apoplasto) para llevar la sacarosa de las células del
mesofilo al complejo EC/CA. La apoplastica se caracteriza porque la sacarosa es
depositada en el espacio intercelular y la incorporacion al complejo EC/CA es
mediada por transportadores especificos. Por su parte, la simplastica se distingue
porque el transporte de azlcares hasta el complejo EC/CA se da aprovechando
los plasmodesmos que comunican a las células.

La descarga del floema en los 6rganos de demanda también puede ser via
apoplastica 6 simplastica. Varios estudios han demostrado que en raices,
meristemos y algunos frutos que almacenan polisacaridos la descarga es via

apoplastica: el complejo EC/CA libera los azucares al apoplasto y de alli las
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células los incorporan via transportadores especificos. (Dick y ap Rees 1975;
Guianquinta et al., 1983; Hitz y Guianquinta, 1987).

En muchos casos el predominio de una via depende de la etapa de
desarrollo del organo en cuestion. Oparka (1994) observd que en algunas
regiones jovenes de la raiz de A. thaliana la descarga es via simplastica, mientras
que en las regiones maduras es predominante la ruta apoplastica. De igual
manera, en frutos de jitomate se observd que en las etapas iniciales del desarrolio
del fruto 13-14 dias después de la antésis (DDA) la descarga es via simplasto y
después de 23-25 DDA la via apoplastica se vuelve predominante (Ruan y Patrick,
1995).

Caracteristicas metabdlicas de tejidos demanda
Clasificacion de tejidos demanda

Los érganos demanda son aquellos cuya actividad fotosintética es limitada
o nula, por lo que su metabolismo depende de los fotosintatos que reciben de las
hojas. La siguiente clasificacion de érganos demanda esta basada en la capacidad
para importar y asimilar los fotosintatos, asi como las caracteristicas fisicas y
estructurales de cada tejido (Zamski, 1996). Al primer grupo se le denomina de
acumulacién, a éste pertenecen las raices, tallos, frutos y semillas. Algunos
acumulan grandes cantidades de azlcares libres como sacarosa, glucosa,
fructosa y oligofructanos; otros almacenan polisacaridos como almidén, largas
cadenas de fructanos o polisacaridos de pared. Estos carbohidratos se
almacenan en organelos especializados como son plastidios (almidon) y vacuolas
(sacarosa, glucosa, fructosa y oligosacaridos). Las reservas de tipo polimananos,
asi como otros polisacaridos que son depositados en la pared celular, pueden ser
usados para propésitos energéticos y estructurales después de su hidralisis.

El segundo grupo de tejidos demanda son los 6rganos de consumo, cuyos
representantes mas importantes son los meristemos. Estos se caracterizan por
demandar gran cantidad de fotosintatos que son usados para satisfacer los

requerimientos energéticos y estructurales de los érganos en crecimiento.
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El tercer grupo lo constituyen los drganos de secrecion y se caracterizan
por producir y liberar en tiempos relativamente cortos una solucion que entre otras

cosas contiene altas concentraciones de azucares.

Metabolismo de sacarosa y almidén en tejidos no fotosintéticos
Metabolismo de sacarosa

Los diferentes 6rganos de las plantas poseen diversos requerimientos
bioguimicos y metabdlicos que son cubiertos con fotosintatos provenientes de las
hojas. Desde el punto de vista metabdlico, la hidrélisis de la sacarosa en tejidos no
fotosintéticos es catalizada por dos enzimas que difieren en sus propiedades:
invertasa (EC 3.4.1.26) y sacarosa sintasa (SuSy, EC 2.4.1.13). La invertasa es
una hidrolasa y rompe a la sacarosa en dos monosacaridos (glucosa y fructosa).
En cambio, SuSy es una glicosil transferasa, que en presencia de UDP, convierte
a la sacarosa en UDP-glucosa y fructosa (Zrenner et al., 1995).

Cuando la sacarosa es hidrolizada por la invertasa, los productos de la
reaccion requieren fosforilacién, ya que las hexosas no fosforiladas son
metabdlicamente inactivas. La mayoria de las especies poseen tres isoformas de
invertasas; una intracelular con un pH 6ptimo &cido que se localiza en la vacuola y
responsable de la regulacién de los niveles de sacarosa almacenadas en este
compartimiento (Leigh et al, 1979); Lingle y Dunlap, 1987). En plantas antisentido
de una invertasa vacuolar acida de fruto de jitomate, se mostré que altera la
composicion de los azucares solubles y el tamafio de los frutos (Klann et al.,
1996). La otra invertasa es citosolica con un pH optimo neutral, pero hasta ahora
es poco claro su papel fisioldgico. Por ultimo, esta la invertasa unida a la pared
celular, caracterizada por un pH optimo acido cuya actividad es en el apoplasto y
es abundante en tejidos de crecimiento (expansion y division celular) (Komor et al.,
1981). Probablemente por lo mismo, su expresion dependiendo del estado de
desarrollo de los tejidos (Kingston et al., 1999). Plantas transgeénicas de zanahoria
con un antisentido de la invertasa de pared celular mostraron alteraciones en el

desarrollo y la reparticion de fotosintatos (Tang et al., 1999).
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Por su parte, la actividad de SuSy esta generalmente asociada con
procesos anabdlicos, pues la UDP-glucosa es el precursor de numerosos
componentes como, por ejemplo, pared celular y el almidén. Durante la pasada
década se ha propuesto que SuSy al ser responsable del rompimiento de gran
parte de la sacarosa importada, controla la capacidad de los tejidos de demanda
para importar aztcares (N'tchobo et al., 1999; Wang et al., 1993).

Por otro lado, plantas transgénicas de maiz (Chourey y Nelson, 1976),
chicharo (Craig et al., 1996), y papa (Zrenner et al., 1995) que expresaron en
antisentido a la SuSy, mostraron decrementos de 70-40% en la cantidad de
almidon. Se observé un decremento en la cantidad de almidon en un 40% en
endospermo de maiz y un 70 % en tubérculo de papa. Estos resultados ponen de
manifiesto que la actividad de SuSy juega un papel importante en el metabolismo

de sacarosa hacia almidén en tejidos de demanda.

Sintesis de almiddn en tejidos no fotosintéticos

A diferencia de lo que sucede en tejidos fotosintéticos, en organos
demanda el almidon es almacenado por periodos mas largos. La cantidad que se
puede acumular depende de la especie y constituye un reflejo de la forma en que
en cada caso se regula el proceso. En general, la sintesis comienza con la
descarga via simplasto o apoplasto de la sacarosa que viaja por el floema
(Oparka y Prior, 1988). En la figura 2 se muestra la via de sintesis de almidon en

tejidos demanda.
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CITosoL AMILOPLASTO
2 ATP PP
Line ATP
1IDP-clucosa ADP-alucgsa
Sacarosa 6 PP 13 13
14 ADP
I -1 -fasf;
1 Glucosa-1-Fostato Slugose=t Jostat
Fructosa -
7
Gluccsa &.
ATE Giucosa-6-Fosfato
4 Pi ATP Glucosa-6-Fastato
3 4 5 :
2 Pi 3
ADP ADP Froucosa-S-Fosfal
. 5 ATP
Glucosag- P a
5 ADP
PR Fructosa-1 6-Fostate
Fructosas-P Pi
Pi Bi 11
10 N Triosa fosfate g — g
fosfato

ructose-1.6- ‘/'"

ADP Fostato

Figura 2. Relacion entre la sintesis de sacarosa y almidéon en tejidos no fotosintéticos.

Enzimas. 2 invertasa; 2 sacarosa sintasa; 3 hexocinasa;4 hexosa-6-
fosfatasa; 5, fosfoglucoisomerasa; 6, UDP-glucosa pirofosforilasa: 7 fosfoglucomutasa; 8, 6-
fosfoglucocinasa; g, fructosa-1,6-bifosfatasa; 10, pirofosfato-dependiente

fosfofructofosfotransferasa; 11, fructosa bifosfatoaldolasa; 12, translocador de fosfato; 13, ADP-
glucosa pirofosforilasa; 14, almidon sintasa. (Boyer, 1996).

La mayor parte del conocimiento sobre el metabolismo de almidén en
tejidos demanda proviene de estudios realizados en papa, cuyo interés
agronémico es de suma importancia debido a la gran cantidad de almidon que se
almacena en el tubérculo.

Algunos reportes sugieren que SuSy y ADP-glucosa pirofosforilasa
(AGPasa) son las enzimas que mayor control ejercen sobre la sintesis de almidén
(Geingenberger y Stitt, 1993).
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Transportadores de azucares
Transportadores en plantas

La distribucién de azucares en las plantas involucra la participacion de
transportadores especificos. Recientemente, se han clonado un gran nimero de
transportadores de monosacaridos (Rentsch et al., 1998) vy disacaridos (Delrot et
al., 2000; Limonie, 2000). En general, los transportadores de disacaridos han sido
localizados en tejidos fuente, en donde se les ha atribuido funciones en carga del
floema (Rentsch et al, 1998). En lo que se refiere a transportadores de
monosacaridos, se ha postulado que son generalmente especificos de tejidos
demanda dada la necesidad de incorporar glucosa y fructosa, productos de la
hidrdlisis de sacarosa, por invertasas de la pared celular (Sauer et al., 1994).

Los transportadores de hexosas son proteinas de membrana plasmatica
que funcionan como simportadores (H")/hexosa (Bush, 1993) y se han clasificado
como miembros de una superfamilia de facilitadores de movimiento de azlcares
(MSF) (Marger y Saier, 1993). Este grupo se caracteriza por tener 12 dominios
transmembranales y la presencia de varios aminoacidos conservados que estan
involucrados en la especificidad del azucar.

En Arabidopsis thaliana se han identificado 26 secuencias de
transportadores de monosacaridos (Lalonde et al., 1999), 8 en Ricinus communis
(Weig et al., 1994), 7 en Chenopodium rubrum (Roitsch and Tanner, 1994), 4-5 en
Petunia hybrida (Ylstra et al., 1998), 3 en Beta vulgaris y, por lo menos, 2 en
cafa de azucar (Bugos y Thom, 1993; Lalonde et al., 1999) entre otros.

Algunos de estos genes se han analizado detalladamente y se ha
observado que su expresion es diferente en distintas partes de la planta. En
tabaco el transcrito del transportador de hexosas NtMST1 esta restringido a tejidos
demanda (hojas jovenes y raices. Sauer y Stadler, 1993). En R. communis, el
transportador de hexosas RcSTA se expresa en hipocétilos, raices y hojas fuente
(Weig et al., 1994). En jitomate se identifico un transportador de hexosas (LeHT2)
y dos secuencias parciales (LeHT1 y LeHT3) que se expresan diferencialmente
en frutos y raices jovenes (Gear et al., 2000). En Arabidopsis el transportador

AtSTP1 se expresa fuertemente en hojas, aunque también en raiz, tallo, flores y
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siliquas (Saber et al., 2000; Sherson et al., 2000). La expresién de AtSTP2 esta
limitada a estados tempranos del desarrollo del gametofito (Truernit et al,, 1999),
en tanto que AtSTP3 se expresa en hojas y sépalos (Tanner y Caspari, 1996) y
AtSTP4 se expresa en anteras y en las puntas de las raices (Truernit ef al., 1996).

Algunos transportadores de hexosas de plantas superiores han sido
expresados en sistemas heterologos (levaduras) y se ha encontrado que los
valores de las Km para el transporte de glucosa o fructosa varian, en un rango de
15 a 80 uM (Sauer et al., 1990 a y b; Will et al., 1994; Truernit et al.,1996).
También, se han estudiado transportadores de plantas superiores en vesiculas de
membrana plasmatica y se han obtenido valores de Km en el rango de puM
(Verstappen et al., 1991; Tubbe y Buckhout, 1992). Por otro lado, en protoplastos
de betabel y maiz, se obtuvieron valores de Km en el rango milimolar (Lin et al.,
1984; Getz et al, 1987). Dentro de los transportadores de monosacaridos de
Arabidopsis que han sido expresados en sistemas heterologos (levaduras y
Xenopus) se encuentra el transportador AtSTP1, se mostr6 que es un
transportador de alta afinidad con una Km para glucosa de aproximadamente
50uM (Saber et al., 2000). También, Buttner et al., (2000) caracterizaron el primer
transportador de plantas de baja afinidad (AtSTP3) obteniéndose una Km para
glucosa de 2mM y alta homologia a los transportadores de hexosas previamente
descritos en Arabidopsis.

Dentro de la MSF se encuentran transportadores de monosacaridos de
todos los organismos Yy estan clasificados en 17 familias diferentes. En la familia
mas grande se encuentran 133 proteinas que comprenden transportadores de
monosacaridos de bacterias, archaea, protistas, levaduras, animales y plantas, a
los que en conjunto se les llaman portadores de azlGcares (SP). Los
transportadores de plantas mostraron una gran homologia con los transportadores
de levaduras (ScHxts y ScGal2). Considerando el alto porcentaje de conservacion
entre los diferentes transportadores estudiados, los datos obtenidos sugieren que
la afinidad por glucosa de los mismos esta determinada por un pequefio numero

de aminoacidos (Pao et al., 1998).
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Transportadores de hexosas de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae posee 20 genes que codifican para proteinas
que funcionan como transportadores de hexosas, entre los que se encuentran los
hxt (1 al 17), gal2, snf3 y rgt2. Las proteinas HXT pertenecen a la mayor
superfamilia de facilitadores (MSF) del transporte (Marger y Saier 1993) y dentro
de sus caracteristicas esta que el transporte de sus sustratos es de forma pasiva
(difusion facilitada), por lo tanto, independiente de energia y siempre siguiendo la
fuerza impuesta por el gradiente de concentracion (Bisson et al.,1993).

Debido a que muchos transportadores de hexosas de organismos
procariéticos y eucaridticos son miembros de MSF, el estudio de transportadores
de hexosas de levaduras ha ayudado al entendimiento en la estructura, funcién y
regulacion de transportadores de glucosa en una amplia variedad de organismos.

El transporte de glucosa en S. cerevisiae es mediado por dos sistemas. El
primero es un sistema represible y de alta afinidad con una K, en alrededor de 1
a 2 mM, mientras que el segundo es un sistema constitutivo de baja afinidad con
una K, de aproximadamente entre 15 a 20mM (Bisson y Fraenkel, 1983). En
levaduras existen multiples transportadores de hexosas con diferencias en su
afinidad por glucosa. La expresion diferencial de los transportadores permite a las
levaduras crecer en un amplio espectro de concentraciones que van desde
concentracién en rango uM hasta 2M de glucosa. De hecho, la cantidad de
hexosas en el medio dicta que transportador debe expresarse (Ozcan y Johnston,
1995).

Debido al gran nimero de genes hxt de funcionalidad redundante, ha sido
dificil aislar una mutante de levadura defectuosa en la toma de glucosa. Una cepa
con los siete genes hxt mutados, [hxt14-hxt74] es incapaz de crecer en glucosa,
fructosa o manosa y no tiene flujo glicfolitico (Boles y Hollenberg 1997; Liang vy
Gaber 1996; Reifenberger et al., 1997). La introduccién de uno de estos siete
genes dentro de la mutante nula hxt es suficiente para permitir el crecimiento en
glucosa. Los transportadores HXT2, HXT6 6 HXT7 permiten el crecimiento en
0.1% de glucosa, sugiriendo que ellos codifican para transportadores de alta

afinidad. Por su parte, los transportadores HXT1, HXT3 6 HXT4 solo permiten el
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crecimiento a altas concentraciones de glucosa (mas de 1%) lo que sugiere que
codifican para transportadores de baja afinidad (Reinfenberger et al., 1997). De
manera interesante, la actividad del transportador de alta afinidad HXT2 es
diferente dependiendo de las condiciones de crecimiento de las células. La
cinética de toma de glucosa interpretada en la grafica de Eadie Hofstee en células
HXT2" creciendo a bajas concentraciones de glucosa, mostré ser no lineal con un
componente de alta afinidad (K, = 1.5 mM) y otro de baja afinidad (Km = 60mM).
Por lo tanto, la afinidad de Hxt2 por glucosa es modulada dependiendo de las

condiciones de crecimiento (Reinfenberger et al., 1997).

Regulacion del reparto de fotosintatos en la planta

En la mayoria de las plantas la sacarosa es el producto de la fotosintesis y
se utiliza para distribuir el carbono asimilado. Se sintetiza en el mesdfilo de las
células fotosintéticamente activas y se transporta via floema a los érganos de
demanda como son: hojas jovenes, frutos y raices (Frommer y Sonnewald, 1994).

La clasificacién de un tejido como fuente o demanda no es fija, ya que
durante el desarrollo algunos se convierten de importadores a exportadores. En
muchos casos éste es un proceso que involucra modificaciones importantes en la
expresion de muchos genes (Borgmenn et al., 1994).

Existen muchas evidencias que sefalan que el transporte de los
fotosintatos por el floema no es un elemento que limite o regule su distribucion en
la planta (Wardlaw, 1990) y que, mas bien, son los cambios que ocurren en los
organos lo que determina la cantidad de azlcares que reciben (Henvelink, 1995).

Con frecuencia tales cambios estan asociados con modificaciones en la
forma en que los azucares son descargados del floema: en el caso del fruto de
jitomate, se observa que la via de descarga cambia de simplasto a apoplasto
(Ruan y Patrick, 1995), ya se mencioné que una transicién similar se ha observado
en la raices de A. thaliana (Imlau et al., 1999), mientras que en los tubérculos de
papa durante la tuberizacién el cambio ocurre en sentido contrario (Viola et al.,
2001).
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Esto significa que en aquellos tejidos en donde la descarga del floema es
apoplastica, la actividad de los transportadores ubicados en las membranas
celulares es fundamental para determinar la cantidad de azlcares que entra. Los
resultados obtenidos por Rosche et al (2002) apoyan esta hipédtesis, pues la
expresion de StSUT1 de papa en los cotiledones de chincharo incrementd la
velocidad de crecimiento.

Dada la relevancia que la capacidad de importar azlcares parece tener para
determinar la cantidad de azlcares que un érgano de demanda es capaz de

asimilar, se propone la siguiente hipotesis:
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HIPOTESIS

El incrementar la capacidad para tomar azlcares en 6rganos demanda producira

cambios muy importantes en la distribucion de fotosintatos en la planta completa.

OBJETIVO

Analizar los efectos bioquimicos vy fisiolégicos que en A. thaliana produce la
sobreexpresion del transportador HXT2 de levadura.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Clonar el gen del transportador HXT2 de S. cerevisiae en el vector binario
pBin-19 bajo el control del promotor CaMV 3X358S.

» Transformar Agrobacterium tumefaciens LBA4404 con el vector binario
pBin-19.

« Transformar plantas de A. thaliana ecotipo Columbia con A. tumefaciens
LBA 4404 por la técnica de inmersion floral.

« Obtener semillas y seleccionar las semillas transgénicas con kanamicina.

+ Obtener semillas T2.

+ Realizar el andlisis de las plantas transgénicas.
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MATERIALES Y METODOS

Clonacion del gen del transportador hxt2
Amplificacién por PCR del gen que codifica para el transportador hxt2 de
Saccharomyces cerevisiae

Para amplificar el gen del transportador hxt2 se usé la técnica de PCR. La
secuencia respectiva se obtuvo consultando la base del Nacional Center for
Biotechnology Information (hppt://www.ncbi.nlm.nib.gov) y con base en ella se
disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar por PCR el gen completo a
partir de DNA gendémico de levadura. Las secuencias de los oligonucledtidos
utilizados fueron las siguientes:
sentido 5 ATACGCCCGTCTAGACATGTCTGAATTCGCTACTAGCCGCG3" vy
antisentido 5 CGCGGATCCTTATTCCTCGGAAACTCTTTTTCTT3 . El sentido
posee un sitio de restriccion Xba | mientras que en el antisentido hay sitio BamH |.
El programa usado fue 94°C 30 seg, 60°C 1 min y 72°C 1.40 min por 30 ciclos en
el equipo PCR Sistem 9700 Gene Amp. La mezcla para la reaccion de PCR fue la
siguiente: 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 500 ng DNA molde, 0.5 uM primers y 1.5
U Taq polimerasa. El producto de PCR se analiz6 en un gel de agarosa al 1% y la
banda obtenida se cortd para después purificarla con reactivos elaborados por
Marligen, Bioscience. La banda (después de remover la mayor cantidad de
agarosa) se coloco en un tubo eppendorft y se peso. Posteriormente se anadieron
tres volimenes de amortiguador y el tubo se incubd a 50° C durante 10 min
mezclando con vortex hasta que se disolviera totalmente el gel. Después se le
anadio un volumen de isopropanol a la mezcla para precipitar el DNA y el volumen
total se cargd a una columna con resina donde se une el DNA revisando que
mantuviera un color amarillo que indica que el pH se encuentra a 7.5. Esto es
importante porque a este pH se une el DNA a la columna. Posteriormente se
centrifugd 1 min a 13,000 rpm y se realizé un lavado con etanol al 70% frio. Por
ultimo se eluyod el DNA de la resina con 50 ul de agua estéril y se cuantifico el DNA
a 260 (Sambrok, 1989). El producto de PCR obtenido se clono en el vector pGEM-
T (Promega; fig 3). Las cantidades usadas fueron 50 ng del vector, 3U de DNA
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ligasa T4, 25 ng de producto de PCR y amortiguador de ligacién 10X para un

volumen final de 10 ul. La reaccién de ligacién se incubo toda la noche a 4°C.
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Figura 3. Mapa del vector pGEM-T Easy. El gen del transportador hxt2 se cloné en los extremos
de timinas y para el analisis de restriccion se obtuvo por digestion con la enzima Eco Rl del sitio de

multiclonacion.
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Preparacion de células competentes de E. coli (DH5a)

Se siguio el método de (Cohen et al., 1972). Primero se inoculd una colonia
de Escherichia coli cepa DH5a en 10 ml de medio LB (triptona 10 g, extracto de
levadura 5 g, NaCl 5 g en 1L de agua desionizada). Se cultivo durante toda la
noche en agitacion constante a 250 rpm a 37°C. Se tomaron 4 ml del precultivo
para inocular 200 ml de LB en un matraz de 1 L. El cultivo se dejé crecer hasta
alcanzar una densidad optica (D.O) de 0.375 a 590 nm. Posteriormente, el cultivo
se vacio en un tubo estéril de polipropileno de 250 ml y se dejé en hielo de 5 a 10
minutos. Se centrifugd a 3,000 rpm durante 7 minutos a 4°C y el paquete celular
se resuspendid cuidadosamente en 10 ml de solucién de CaCl, 0.1 M frid. Las
células resuspendidas se mantuvieron en hielo durante 10 min. Después se
centrifugaron a 3,000 rpm durante 7 min a 4°C. Por ultimo, 