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RESUMEN

Las plantas cuando perciben una condición de estrés, reprograman sus procesos

celulares mediante el desencadenamiento de una red de eventos de señalización que

conduce a cambios en la expresión génica, proceso en el que los factores de transcripción

son piezas claves, de manera que actúan sobre la regulación transcripcional mediante la

unión a secuencias cortas de nucleótidos (elementos en cis) que se encuentran en los

promotores de los genes que están bajo su control. La superfamilia AP2/ERF es una de

las más importantes en plantas y se sabe que muchos de los factores de transcripción

pertenecientes a esta familia participan activamente en respuesta a estreses de tipo

abiótico y biótico, por lo que varios autores señalan que sus miembros resultan de interés

para su estudio. En este trabajo, se pretende ahondar sobre la regulación transcripcional

mediante el análisis de las regiones promotoras putativas de dos miembros: RAP2.4A

(subfamilia AP2) y DREB2 (subfamilia DREB) de Carica papaya bajo condiciones de

estrés por salinidad y sequía, ya que con base a reportes previos, se conoce que DREB2

y RAP2.4A de Carica papaya son genes inducibles. Para ello, se hizo un análisis in silico,

en el que se identificaron una variedad de motivos como los ABRE, ACGT-box, CGCG-

box, DRE, MYB y W-box. Así también se realizó la clonación de un total de cuatro

versiones para el promCpDREB2 y de tres versiones para el promCpRAP2.4A, incluyendo

las regiones completas, versiones que fueron fusionadas a RFP. Finalmente para

comprobar la inducibilidad de ambos promotores, se realizaron ensayos transitorios

mediante agroinfiltración de las versiones completas, usando como modelo a Lactuca

sativa, la expresión de la RFP sugiere que ambos promotores son inducibles.
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ABSTRACT

Plants are able to reprogram its cellular processes when are exposed to different stress
conditions, by changing signaling events that finally impact on the genic expression. At this
level, transcription factors are key components, acting on the transcriptional regulation of
genes by binding to cis binding elements (short sequences of nucleotides located in the
promoters of genes). The AP2/ERF superfamily is one of the most important group of
transcription factors in plants. A lot of transcription factors of this superfamily have
important roles in the response to several kind of biotic and abiotic stresses. This work, we
intend to address the analysis of the putative promoters regions that regulate the
expression of two genes of this superfamily in Carica papaya (RAP2.4A -subfamily AP2-
and DREB2 -subfamily DREB-) when are subjected to salt and drought stress conditions,
because both genes are responsive to these conditions. For this purpose, in silico analysis
were done to infer putative cis binding elements. A list of motives were found in both
putative promoters, being ABRE, ACGT-box, CGCG-box, DRE, MYB and W-box, some
examples. To corroborate experimentally this inferences, four 5´- truncated versions of
promCpDREB2 promoter were cloned as well as three others for the promCpRAP2.4A.
Each version was cloned into an expression vector to drive the expression of RFP reporter
gene. With these constructions, transient expression assays were done using Lactuca
sativa as model, and the induction by abiotic stress was confirmed.



1

INTRODUCCIÓN

Las plantas están constantemente expuestas a estreses abióticos tales como sequía,

salinidad, deficiencia nutrimental, oxidación, altas o bajas temperaturas, entre otros factores

que afectan el crecimiento y desarrollo vegetal en general, y la productividad en el caso de

especies de importancia agrícola. Por ello, las plantas poseen diferentes mecanismos para

responder a tales desafíos. A nivel molecular estos mecanismos involucran genes de

respuesta a estrés y genes de tolerancia a estrés (Matsui et al., 2008). En general, los

productos de los genes inducibles por estrés pueden agruparse en dos categorías: los que

regulan la expresión de genes y la transducción de señales y los que directamente protegen

contra el estrés (Hasegawa et al., 2000). Siguiendo esta clasificación, en el primer grupo

se incluyen los productos de genes: los que codifican para factores de transcripción, tales

como los factores de respuesta a deshidratación (DREB) y los factores de unión a C

repetidas (CBF) (Wang et al., 2003), mientras que en el segundo, se encuentran los genes

implicados en la biosíntesis de azúcares solubles y otros solutos compatibles (Abe et al.,

1997; Garg et al., 2002). Los factores de transcripción son proteínas que se unen a regiones

regulatorias de DNA, los cuales juegan un rol crucial en la regulación de la expresión génica

y en general, su número aumenta a medida que incrementa el número de genes en el

genoma de un organismo (Levine y Tjian, 2003). A su vez, éstos pueden ser activadores de

la transcripción, pero también pueden actuar inhibiendo la transcripción específica de genes

(Latchman, 1997). Los TF se unen a secuencias de DNA conocidas como sitios de unión

a factores de la transcripción, los cuales son muy cortos y generalmente degenerados. Por

otra parte, es posible distinguir los TFs basales de los potenciadores o enhancers basados

en la posición en la que se unen al motivo de DNA en el promotor y en su relación con la

activación de la transcripción de dicho gen. El dominio del TF que se une al DNA se

denomina dominio de unión a DNA (DBD), y de hecho los FTs se clasifican de acuerdo a la

similitud estructural del DBD (Stegmaier et al., 2004). Aparte de los DBD, los TF usualmente

contienen dominios de transactivación (TAD), los cuales contienen sitios de unión para otras

proteínas denominados co-reguladores de la transcripción (Warnmark et al., 2003).

Adicionalmente, los TFs algunas veces poseen un dominio sensor de señales (SSD), el

cual se encarga de detectar señales externas y en respuesta, transmite estas señales al
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resto del complejo transcripcional, resultando en una regulación positiva o negativa de la

expresión génica (Latchman, 1997). En muchas ocasiones, el TAD y el SSD son lo mismo.

En los genomas vegetales, aproximadamente del 5% al 7% de las secuencias codificantes

son asociadas a factores de transcripción (Udvardi et al., 2007) y muchos de éstos genes

son genes de respuesta temprana a estrés (Kilian, 2012). Algunos de éstos TFs son

reguladores maestros de vías de señalización y regulación de la aclimatación al estrés, por

lo que uno o pocos de éstos pueden ser suficientes para incrementar la tolerancia a estrés

en plantas, lo que los hace blancos atractivos para el empleo en el mejoramiento por

ingeniería genética (Golldack et al., 2011).
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CAPÍTULO I

ANTECEDENTES

1. DINÁMICA DE LA EXPRESIÓN GÉNICA

La regulación de la expresión que se da en diferentes tipos de tejidos y órganos, en

diferentes etapas de crecimiento y desarrollo de un individuo, y que es afectada por los

estímulos ambientales está regulada a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-

traduccional. Sin embargo, la estrategia de regulación más determinante es la asociada a la

tasa de transcripción del gen (Allison, 2011).

La regulación transcripcional tiene un importante rol en la activación y supresión de la

expresión génica, y está controlada en gran parte por los promotores de los genes blanco,

así como de la relación de estos con los factores de transcripción y de sus interacciones con

secuencias regulatorias (Agarwal y Jha, 2010; Finer y Hernández, 2014).

1.1 TRANSCRIPCIÓN EN EUCARIOTAS

La transcripción comienza con el reclutamiento de la RNA polimerasa II en los promotores

de los genes blanco, con la modificación de los nucleosomas y el remodelamiento de la

cromatina. La maquinaria transcripcional basal requiere de la participación de varios

componentes como lo son los factores de transcripción generales o basales (TFIIA, TFIIB,

TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH, que se han nombrado de acuerdo al orden en que han sido

aislados, ver figura 1) y el complejo mediador (Rachez y Freedman, 2001). La caja TATA es

reconocida y ligada al factor de transcripción TFIID, el cual permite la unión al factor TFIIB.

El resto de los factores generales de transcripción, así como la RNA polimerasa se

ensamblan al promotor.

Los factores y el proceso de iniciación de la transcripción se describen a continuación según

Orphanides y colaboradores en 1996:

1) Reconocimiento de los elementos del promotor basal por el factor TFIID.

2) Reconocimiento del complejo TFIID por TFIIB.

3) Reclutamiento de la ARN polimerasa y el factor TFIIF.

4) Unión de TFIIE y TFIIH para completar el complejo de pre-iniciación.

5) Formación de un complejo de iniciación abierto, por la separación de cadenas del DNA.
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f) Síntesis del primer enlace fosfodiéster en el transcrito naciente del RNA mensajero.

g) Liberación de los contactos de la RNA polimerasa II y aclaramiento del promotor.

h) Alargamiento del transcrito de R. De manera que TFIIA puede unirse al complejo en

cualquier etapa después de la unión de TFIID,

estabilizando el complejo de iniciación.

También se requiere de otros factores que activen o desactiven este proceso. En

eucariontes, el aparato molecular que controla la transcripción está integrado por cuatro

componentes. Los factores de transcripción generales son esenciales para la transcripción,

pero no pueden por si mismos incrementar o disminuir la tasa de transcripción. Esto lo

llevan a cabo moléculas regulatorias conocidas como activadores y represores. Los

activadores, y posiblemente los represores, se comunican con los factores basales a través

de proteínas co-activadoras que están asociadas en un complejo a las proteínas que se

unen a la caja TATA.

Figura 1.1. Esquema que muestra la maquinaria transcripcional basal. El complejo proteínico
formado por los factores generales de transcripción interacciona con la región promotora. Sin
embargo, durante este proceso no hay cambios en la dinámica de la transcripción, es decir,
esta no aumenta ni disminuye. Tomado de Tiessen et al., 2009.
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1.1.1 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN

A diferencia a los factores de transcripción generales, los factores de transcripción

regulatorios o específicos se unen de manera proximal y distal, actuando como factores

constitutivos o inducibles. Estas proteínas afectan la iniciación de la transcripción al entrar

en contacto con componentes del aparato basal de la transcripción. Los factores de

transcripción regulatorios ejercen funciones específicas hacia genes o tejidos y modulan la

tasa transcripcional de sus genes blanco en respuesta a diferentes estímulos (Tiessen et al.,

2009).

Los factores de transcripción son proteínas que se unen al DNA para controlar los genes.

Los factores de transcripción tienen funciones fundamentales en casi todos los procesos

biológicos como desarrollo y crecimiento, así también en las respuestas a factores

ambientales. Estas proteínas estimulan o reprimen la tasa transcripcional de sus genes

blanco al unirse a regiones promotoras específicas elementos cis, lo que desencadena en la

activación o desactivación de cascadas de señalización de genes.

Los sitios de unión a factores de transcripción (elementos cis-reguladores o motivos) son

secuencias de DNA que influyen de manera temporal y espacial en la actividad

transcripcional. Múltiples elementos en cis forman módulos de regulación cis (CRMs), los

cuales integran las señales de múltiplos factores de transcripción, resultando en un control

combinacional con patrones específicos de regulación. Es por ello que la identificación y

entendimiento de las funciones de los elementos en cis en conjunto con los CRMs es

importante para la elucidación de los mecanismos en los cuales las células perciben y

responden correctamente a su entorno (Mockler, 2009).

1.1.2 EL PAPEL DE LOS PROMOTORES EN EL CONTROL DE LA EXPRESIÓN GÉNICA

La expresión génica que ocurre tanto en procariotas como en eucariotas está regulada

cuantitativamente por secuencias rio arriba de DNA, tales secuencias son comúnmente

conocidas como promotores, no obstante los promotores eucariotas resultan ser más

complejos, más grandes y variables (Mckee, 2009). El inicio de la transcripción está

mediada por proteínas que reconocen secuencias específicas de DNA ubicadas en el

promotor, de esta manera induciendo la actividad de la RNA polimerasa (Kanhere & Bansal,

2005; Dutt et al., 2014). Los promotores regulan la expresión de genes mediante el
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reconocimiento de secuencias concretas, las cuales interactúan con los complejos de inicio

de la transcripción y los factores de transcripción generales. La secuencia de

reconocimiento incluye el promotor mínimo, basal o “core”, la región proximal y la región

distal, en la que ésta última comprende secuencias potenciadoras o “enhancers” y

secuencias silenciadoras o “silencers”. De tal modo, la transcripción puede ser activada por

enhancers independientemente de su localización, distancia u orientación respecto al

promotor del gen (Buchanan et al., 2000; Porto et al., 2014).

Un número considerable de promotores han sido identificados en animales, plantas, virus y

microorganismos (Liu et al., 2013).

1.1.3. ORGANIZACIÓN DEL PROMOTOR

Los promotores se localizan siempre en la región 5' no codificante previa al sitio del inicio de

la transcripción (TSS). Cabe mencionar que la estructura de estos promotores suele ser

dispar, y pueden definirse tres elementos esenciales: el promotor mínimo o core, el promotor

proximal y el promotor distal (figura 1.2). Algunos autores suelen destacar sólo dos

elementos, el promotor basal, incluyendo en este el promotor proximal y el promotor distal.

Figura 1.2. Modelo representativo de la regulación transcripcional y sus componentes.
Adaptado de Dey et al., 2015.
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1.1.3.1. PROMOTOR BASAL O CORE PROMOTER

Consiste en una secuencia de 50 a 100 pb que se encuentra adyacente al sitio de inicio de

la transcripción. Esta región posee dos elementos claves, la caja TATA (presente en

muchos genes, pero no en todos, se localiza a 20-30 pb rio arriba del sitio de inicio de la

transcripción, consiste en la secuencia consenso de 8 pb (TATA(A/T)A(A/T) y fue el primer

fragmento de DNA conservado descrito) y la región iniciadora (Inr) (es una secuencia que se

ubica en la posisición -3 y +5 que tiene como función el facilitar la unión de TFIID, el cual

este factor a su vez forma parte del complejo de pre-iniciación de la RNA polimerasa II)

(Butler y Kadonaga, 2002).

1.1.3.2 PROMOTOR PROXIMAL

Estos elementos no especifican una posición de inicio, se ubican aproximadamente a 80 pb

en flujo ascendente del sitio de inicio de la transcripción y está relacionada directamente

sobre la eficiencia de la actividad transcripcional. Otros componentes son la caja CAAT y el

elemento rio abajo del promotor (DPE) (al igual que la secuencia Inr, participa en el

reconocimiento de TFIID y se sabe que en plantas, múltiples copias de este está altamente

regulado por estímulos externos), sin embargo no todos estos elementos están presentes en

cada promotor. En plantas, en lugar de la caja CAAT se ha identificado la caja AGGA (Biłas

et al., 2016).

El elemento proximal también posee la caja GC, el cual participa intensificando la expresión

del gen. Este motivo no se encuentra en todas las plantas, pero en animales juega un papel

trascendental. También se caracteriza por ser más frecuente en promotores sin caja TATA y

en promotores de genes con expresión constitutiva como housekeeping (Liu et al., 2013).

1.1.3.3 PROMOTOR DISTAL

Esta región del promotor está comprendida por secuencias llamadas potenciadoras,

silenciadoras y delimitadoras, que se localizan a cientos de pares de bases en flujo

ascendente del TSS, aproximadamente de 700 a 1 000 pb ó más, e incluyendo secuencias

intrónicas. La naturaleza de estos elementos es modular, por lo que se encuentran

generalmente en los genes inducibles. A continuación se explica la función de cada

elemento:
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Secuencias potenciadoras: también conocidas como intensificadores o estimuladores, son

secuencias en cis que incrementan la transcripción de un gen, independientemente de la

orientación y distancia a la que se encuentren en relación al TSS. Además tienen la

capacidad de actuar bajo condiciones externas específicas, pueden actuar tejido-específico

o en una etapa de desarrollo determinada (Recillas y Escamilla, 2004).

Secuencias silenciadoras: Son elementos similares a las secuencias enhancers, no

obstante, estas secuencias reprimen la actividad del gen (Allison, 2011).

Secuencias delimitadoras: Son secuencias que poseen la habilidad común de proteger a los

genes de una inapropiada señal emitida por el entorno. Tienen tamaños aproximados entre

0.3 y 3 kb y su función es servir de marcador para delimitar las regiones entre la

heterocromatina y la eucromatina, así también como tener la capacidad  de bloquear la

actividad positiva de un enhancer (sólo cuando las secuencias delimitadoras se encuentren

entre el potenciador y el promotor) (Recillas y Escamilla, 2004; Allison, 2011).

Elementos reguladores en cis: Son secuencias cortas de DNA funcionales, en el que su

distribución y presencia contribuye a un patrón de expresión temporal y espacial de un gen

en particular. Los factores de transcripción se unen a estas secuencias, por lo que se les

conoce como sitios de unión de factores de transcripción, TFBS, del inglés transcription

factor binding sites, también llamados motivos de unión a DNA o elementos reguladores en

cis Dichos elementos se encuentran en ambos promotores, el proximal y el distal (Mockler et

al., 2009; Tomovic y Oakeley, 2009; Vedel y Scotti, 2011).

1.1.4 PROMOTORES EN PLANTAS

Las regiones promotoras pueden tener tamaños variables de 1-2 kb o más, y contienen

varios elementos reguladores en cis que sirven como sitios de unión para las proteínas

reguladoras de genes. Las secuencias reguladoras que juegan un papel preponderante en

la especificidad cualitativa de la expresión génica se han estudiado intensamente, aunado a

esto, el estudio de los promotores ha sido fundamental para entender la regulación de la

expresión génica en plantas (Dutt et al., 2014).

El aislamiento de las secuencias promotoras y el análisis de sus elementos son críticos a la

hora de hacer mejoramiento genético. Hoy en día se han identificado una gran cantidad de
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promotores aislados de diferentes fuentes, por ejemplo, para el caso de promotores

provenientes de plantas, hay un total de 3922 colectados y pueden encontrarse en bases de

datos específicas como lo es Plant Promoter Database (PlantProm DB) (Liu et al., 2013).

Por ejemplo, varios cultivos de importancia agrícola han sido modificados con un gran

número de genes y elementos de promotores, en éste último caso, la expresión de los

genes generalmente han sido dirigida por promotores constitutivos, el más popular es: el

promotor 35 S obtenido del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Yutao et al., 2003; Dutt

et al., 2014; Chen et al., 2013).

Los promotores usados en biotecnología de plantas se clasifican de acuerdo con el tipo de

control de la expresión génica deseado:

1) Promotores constitutivos: Dirigen la expresión a niveles constantes en todos los tejidos y

en todo momento. Este tipo de promotores comúnmente provienen de virus de plantas o de

genes housekeeping (Finer y Hernández-García, 2014).

2) Promotores tejido-específico: Este tipo de promotores proveen un mayor control de la

expresión del gen nativo o transgén, la expresión se restringe a ciertas células, tejidos,

órganos o etapas de desarrollo (Biłas et al., 2016).

3) Promotores inducibles: Esta clase de promotores son inducidos por factores físicos como

factores bióticos y abióticos (promotores que se inducen por temperatura, luz, heridas, etc.),

así como por agentes químicos (inducidos por alcohol, tetraciclina, esteroides, metales,

entre otros). Varios promotores se han aislado de especies agrícolas, así como también se

han usado para el mejoramiento genético de otros cultivos (Dutt et al., 2014; Naqvi et al.,

2016).

4) Promotores sintéticos: Este tipo de promotores están compuestos por un arreglo artificial

de motivos, de manera que la selección, número de copias y espacio entre los elementos cis

determina la intensidad de los patrones de expresión temporal y espacial del promotor

sintético. La selección de motivos con funciones conocidas puede apoyarse de la

información depositada en bases de datos (Liu y Stewart, 2016).



10

1.1.5 ESTRÉS EN LAS PLANTAS

Las plantas experimentan diversos estreses ambientales tales como la sequía, calor, frío,

salinidad, entre otros. La susceptibilidad o tolerancia a estos estreses resulta ser un

fenómeno muy complejo, debido a que él o los estreses pueden ocurrir en múltiples etapas

de la vida de la planta, afectando su desarrollo y por ende, su productividad (Yamaguchi-

Shinozaki y Shinozaki, 2006).

La percepción del estrés y el desencadenamiento de señales para activar la respuesta

adaptativa son pasos críticos para determinar la sobrevivencia y reproducción de las plantas

expuestas a ambientes adversos (Chinnusamy et al., 2003). Las plantas tienen respuestas

de adaptación específicas ante determinado tipo de estrés, así como mecanismos que las

protegen de más de un tipo. En este contexto, las diferentes rutas de señalización también

son características para un tipo de estrés. A su vez, esas rutas pueden estar implicadas

ante más de una clase de estrés. Este es el caso de los factores de transcripción que actúan

regulando la expresión genes implicados en la respuesta a estrés y reprimiendo la

expresión de genes que no son necesarios en esas condiciones (Mazzucotelli et al., 2008).

1.1.6 PERCEPCIÓN Y TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES

La percepción de las señales es el primer paso en la respuesta de las plantas al estrés, Un

sensor del estrés puede detectar cambios ambientales y transmitir, de manera puntual la

señal inicial del estrés a los blancos celulares (Gao et al., 2008). Cada estímulo ambiental

proporciona a las células vegetales información específica, que es percibida a través de

diferentes tipos de sensores (Hirayama y Shinozaki, 2010). Por ejemplo, el estrés

ocasionado por sequía, salinidad o frío induce la acumulación momentánea de calcio en el

citoplasma, proveniente del espacio apoplástico o de la liberación de depósitos internos

como los orgánulos celulares, así que los canales de entrada de calcio representan un tipo

de sensor (Rodríguez et al., 2005). Otros tipos de sensores son los receptores tipo cinasa

de proteínas, que consisten de un dominio extracelular que puede funcionar en la unión de

ligandos o interacciones proteína-proteína, un dominio trans-membranal o un dominio

cinasa intracelular (Rodríguez et al., 2005).

En el caso de la transducción de señales, se han identificado varios componentes y aunque

se desconoce cómo interactúan las moléculas entre sí y dónde se posicionan en la

compleja red de señalización, sucede que inmediatamente después de la percepción del
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estímulo, se generan moléculas de señalización como segundos mensajeros, por

mencionar: calcio, inositoltrifosfato y especies reactivas de oxígeno (ROS), estos

mensajeros activan, corriente abajo, una cascada de señales que fosforilan alos factores de

transcripción, y éstos regulan la expresión de un grupo de genes involucrados en la

aclimatación al estrés (Hirayama y Shinozaki, 2010). La fosforilación por cinasa de

proteínas es el mecanismo de regulación más común e importante en la transducción de

las señales.

Entre los genes que se inducen durante la respuesta a estrés son las enzimas de

detoxificación, enzimas pertenecientes al metabolismo de solutos compatibles,

transportadores, factores de transcripción, dehidrinas, LEAs, quinasas, fosfatasas y otras

proteínas involucradas en la señalización de fosfolípidos.

1.1.7 EL ÁCIDO ABSCISICO EN LA SEÑALIZACIÓN

El ácido abscísico (ABA) es una fitohormona con destacadas funciones en la fisiología de

los organismos vegetales debido a que es el principal regulador de la respuesta adaptativa

ante diferentes tipos de estrés. Los niveles de ABA se incrementan ante estreses de tipo

biótico y abiótico. Además, ABA también se distingue por su participación en procesos de

desarrollo de las plantas como la maduración y la dormancia de las semillas (Hubart et al.,

2010). Por ello, entender los mecanismos que regulan las rutas en las que el ABA participa, y

por las que es regulado, así como la identificación y caracterización de sus receptores y las

cascadas de transducción de señales que dispara, resulta un conocimiento primordial para

integrar el mecanismo de percepción y respuesta de las plantas ante condiciones de estrés

en las que el ABA media, al menos parcialmente esas respuestas. ABA está involucrado en

el proceso de adaptación de la planta a diferentes tipos de estrés ambiental como el frío, la

salinidad y la deshidratación, se sabe que durante estos estreses los niveles de ABA se

incrementan en los tejidos vegetativos, lo que llevó a proponer que el ABA es uno de los

mediadores de dichas respuestas (Galau et al., 1986; Zeevaart y Creelmen, 1988; Bray,

1991). Así, los niveles de ácido abscísico en una planta serían determinantes de su

comportamiento frente a una condición de estrés, estos niveles son modulados por un

balance preciso entre la biosíntesis y el catabolismo de esta hormona.

En la biosíntesis de ABA se presume que hay tres rutas a seguir: la aldehído abscísico, la

alcohol abscísico y la derivada de xantoxina, con excepción de ésta última en la que la

conversión de xantoxina a ABA se efectúa en el citoplasma, las demás ocurren en los
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plastidios. El precursor de ABA es el isopentil pirofosfato (IPP) y es producido en los

plastidios vía 1-deoxipirofosfato D-xilulosa-5-fosfato (DXP) a partir de piruvato y

gliceraldehido-3-fosfato. A partir del cual se produce farnesil pirofosfato, geranil pirofosfato,

fitoeno, ζ-caroteno, licopeno y β-caroteno. De este último se forma xantofila y zeaxantina.

Luego la zeaxantina se escinde y da lugar a unidades de violaxantina, las cuales dan lugar a

cis-violaxantina y neoxantina por la neoxantina sintasa y una isomerasa. Finalmente, estos

compuestos generan xantonina (por la epoxicarotenoide dioxigenasa) la cual sale de los

plastidios al citosol para su posterior conversión a ácido abscísico (Wasilewska et al.,

2008). En cuanto a la percepción celular de esta hormona, hay reportes que confirman la

participación de tres proteínas miembros de las familias Pyracbactin Resistance/Pyracbactin

resistance-like/Regulatory Component of ABA Receptor (PYR/PYL/RCARs), en la que las

enzimas Proteína Fosfatasa 2Cs (PP2Cs) actúan como reguladores negativos y SNF1-

Relacionada a proteína Kinasa 2s (SnRKs) actúan como reguladores positivos de la

señalización (Guo et al., 2011; Danquah et al., 2013). EA nivel de membrana se sabe que el

ABA es transportado a través de la membrana plasmática, al menos mediante dos vías:

mediante transportadores tipo proteínas de casete de unión a ATP (ABC) y transportadores

de baja afinidad a nitrato. Muchos transportadores ABC se distinguen por ser proteínas de

integrales de membrana que actúan trasladando diferentes sustratos tales como lípidos,

iones y hormonas (Hubbard et al., 2010; Kang et al., 2010).

La señalización por ABA en condiciones de estrés modula la expresión genes, que a la vez

desencadenan una red de transducción compleja y altamente regulada, este mecanismo es

conocido como dependiente de ABA. De esta forma ABA per se es capaz de inducir la

expresión de genes de implicados en la respuesta a estrés. Por el contrario, los mecanismos

que no involucran la señalización mediada por esta hormona se denomina independiente de

ABA (Yamaguchi y Shinozaki, 2006). De hecho, loes genes regulados de manera

independiente de ABA son inducidos en condiciones de estrés pero que responden a

tratamientos con ABA, lo que sugiere que dicha regulación está determinada por vías

alternas a esta hormona. Además, se conocen genes que integran las vías ABA-

dependientes y las ABA-dependiente y que son regulados por ambas vías. Un ejemplo de

ello, es el gen RD29A, conocido también como LT178 o COR78, el cual responde a frio y

calor en mutantes ABA-deficientes (aba) y aba-insensible (abi). Este experimento demostró

que dicho gen es regulado de manera ABA dependiente e independiente. El análisis de su

promotor indica que hay secuencias conservadas denominadas ABRE (PyACGTGG/TC)

que son coordinadas ABA dependientes y secuencias de 9 pb (TACCGACAT) denominadas

DRE que son esenciales para la inducción del RD29A de manera ABA independiente. Este
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mismo elemento se ha encontrado en genes que responden a sequía, y poseen el elemento

CRT, que contiene el motivo A/GCCGAC que forma parte central de la secuencia DRE del

promotor inducido por frío. A partir de este y otros estudios, se estableció que ABRE y

DRE/CRT son los principales elementos implicados en la expresión inducible por estrés

abiótico. Uno de los grupos de factores de transcripción más estudiados son los

pertenecientes a la familia AP2/ERF que se unen a las secuencias DRE/CRT. Los FTs que

se unen a la porción central de DRE/CRT son llamados Dehidratation Response Element

Binding/C-Repeat Binding factor (DREB/CBF). En especial los DREB1/CBF son inducidos

por frío, mientras que los otros miembros como los DREB2 son inducidos por sequía. En la

ruta dependiente de ABA, participan los factores transcripcionales tipo ABA Responsive

Element Binding/ABA Binding Factor (AREB/ABF) que son zippers de leucina y actúan

uniéndose a las secuencias ABRE. Ejemplos de ellos son ABF1 que responde a frío; ABF2 a

sal, sequía y calor; ABF3 a sal y ABF4 que responde a sal, sequía y frio (Yoshida et al.,

2015).

1.1.7.1 EXPRESIÓN DE GENES DURANTE EL ESTRÉS VÍA DEPENDIENTE DE ABA

Se ha determinado que una parte importante de la respuesta fisiológica a ABA se da a

través de la expresión génica de novo (Bohnert y Jensen, 1996). El estudio de promotores y

la caracterización de las mutantes deficientes en ABA de A. thaliana y de maíz, apoyan la

participación del ABA endógeno en la regulación de la expresión de genes durante estrés.

Estos cambios en la expresión génica le pueden conferir a la planta la habilidad para

responder apropiadamente al estrés y sobrevivir a dicha condición. Sin embargo, no todos

los genes que se inducen bajo estrés tienen una función adaptativa, ya que muchos de

estos cambios en la expresión son consecuencia de daños a nivel celular. Las plantas

sometidas a déficit hídrico presentan alteraciones en procesos fisiológicos y metabólicos,

como reducción en las tasas de fotosíntesis, disminución de la síntesis de proteínas totales

y en las tasas de crecimiento.

Los genes inducidos durante estrés a través del ABA pueden dividirse en dos grupos. Están

los que se inducen por ABA y cuya expresión es independiente de la síntesis de proteínas,

es decir, donde no se requiere síntesis de proteínas de novo para su inducción. De otro

lado, están los genes inducidos por ABA de una manera dependiente de la síntesis de

novo de proteínas (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996). La disección funcional de los

promotores de los genes que responden al ABA, basada principalmente en sistemas de
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expresión transitoria, ha permitido la identificación de varios elementos en cis involucrados

en la expresión de genes por ABA (Bray, 2002; Hirayama y Shinozaki, 2007).

En la regulación transcripcional de genes por el ABA se han identificado factores que actúan

tanto en cis como en trans. Los genes que son inducibles por deshidratación y que son

dependientes de ABA, contienen elementos de respuesta a ABA, conocidos como ABREs

(Abscisic Acid Response Element). Estos elementos de ADN tienen una secuencia

conservada de al menos 8 nucleótidos (PyACGTGGC) y se encuentran en la región de los

promotores. Un ABRE funciona como un elemento de ADN cis actuante involucrado en la

expresión de un gen regulado por ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Los

ABRE se han identificado en muchos de los genes que son inducidos por estrés, por otra

parte, la caracterización de los promotores de los genes inducibles por ABA, los genes

Em de trigo y rab16A de arroz, mostraron que el elemento ABRE es importante para la

transcripción dependiente de ABA (Guiltinan et al., 1990).

La biosíntesis de ABA se induce en situación de deshidratación y activa la expresión génica

mediante dos vías. En la primera las proteínas bZIP son activadas e inducen la expresión de

genes que contienen potenciales elementos de respuesta a ABA (ABREs) en sus

promotores. La segunda vía requiere la biosíntesis de factores de transcripción. Los factores

MYC y MYB se sintetizan en respuesta al ABA y actúan regulando de manera cooperativa la

expresión de genes que contienen elementos cis en sus promotores que son reconocidos

por estos factores. Estas dos vías parecen actuar en la respuesta lenta y adaptativa de las

plantas a la deshidratación (Shinozaki y Yamaguchi, 2000).

Los patrones de expresión de los genes inducibles por estreses abióticos son complejos y

muchos de ellos son inducidos también por la aplicación exógena de ABA.

1.1.7.2 EXPRESIÓN DE GENES DURANTE EL ESTRÉS VÍA INDEPENDIENTE DE ABA

Existen evidencias que indican que la expresión de algunos genes durante deshidratación

es total o parcialmente independiente de ABA, por ejemplo el análisis de la expresión de

genes que se inducen durante estrés hídrico, sugiere que esta se incrementa

considerablemente por aplicaciones exógenas de ABA, sin embargo no hubo una

correlación consistente entre los niveles de mRNA y los niveles de ABA en estas

condiciones (Chandler y Robertson, 1994).
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En respuesta a estrés, por ejemplo frío y sequía, la señalización independiente de ABA

involucra la participación de factores que reconocen a un elemento en particular, el

elemento DRE (Dehydration Responsive Element), cuya secuencia consenso es

ACGTGG/TC e identificado inicialmente en el promotor del gen rd29A de A. thaliana. Los

factores de transcripción que interaccionan con este elemento son miembros de la familia de

factores de transcripción AP2/ERF.

1.1.8 ROL DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN

El sistema de control de la expresión génica es controlado, en parte, por la participación de

los factores de transcripción, los cuales regulan de manera positiva o negativa la expresión

espacio-temporal de los genes, encendiendo o apagándolos según su función y/o

circunstancias, tales como la respuesta y tolerancia a diferentes tipos de estrés abiótico y

biótico (ver figura 1.3). Los factores de transcripción no sólo están implicados en la

regulación de los genes, sino también en la señalización celular, en el splicing del RNA, el

control de siRNA y en las modificaciones estructurales de la cromatina (Phillips y Hoopes,

2008).

Los FTs se unen a grupos concretos de secuencias no codificantes cortas y conservadas

que se encuentran a lo largo de cada uno de los promotores de los genes, estas secuencias

se conocen como elementos (CREs). Algunos de estos elementos son comunes en los

promotores de los genes. Sin embargo, otros son más específicos, lo que hace que su

regulación sea más estricta.

1.1.8.1 SECUENCIAS ESPECÍFICAS DE LOS TFs

Como se mencionó anteriormente, las secuencias específicas de unión a DNA son

esenciales en la regulación de la expresión genética en eucariotas, ya que ellas incrementan

(enhancers) o disminuyen (represores) la tasa de transcripción debido a la estabilización o

desestabilización del complejo de pre iniciación (PIC). La unión de esas secuencias

específicas de los FTs al promotor del gen diana es secuencia específica y se da por el

reconocimiento de los CREs (Cis-regulated element) de 5 a 8 pb o un poco más que

comprenden una región consenso y otras regiones flanqueantes que pueden variar en un

par de bases. Es preciso mencionar que la mayoría de los CREs permiten cierto grado de

sustitución de pares de bases sin ocasionar la pérdida completa de la función (Huang et al.,
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2012. Además, en el promotor de un gen puede haber uno o más copias de un elemento

regulador en cis en especial.

Los elementos son clasificados en términos de su estructura como las secuencias cis y las

proteínas que interactúan con ellos como factores trans. Las secuencias reguladoras en cis

son fragmentos no codificantes y su localización y orientación en relación a los genes en los

que se encuentran es variable (Venter y Botha 2010). Cabe mencionar que la organización

de todos los eucariotas es similar y que muchos de los elementos reguladores que poseen

son universales (Biłas et al., 2016)

Figura 1.3. Esquema general sobre las redes de regulación transcripcional  de los factores de
transcripción implicados en la respuesta a estrés. Tomado y modificado de Lata et al., 2011.
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1.1.8.2 DOMINIOS DE UNIÓN A DNA

Los dominios de unión a DNA reconocen los CREs sobre el promotor, proporcionando

especificidad y localización del gen en cuestión. Los dominios de unión tienen estructuras

definidas que varían de acuerdo a cada familia de FTs. Las dominios estructurales suelen
ser hélice-giro-hélice, dedos de zinc, zippers de leucina, α-hélice y hojas-β, donde las

principales interacciones DNA-proteína envuelven fuerzas de van der Walls (Shivrastava y

Tahirov, 2010).

1.1.9 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN EN PLANTAS

En las rutas de transducción de las señales, varios factores de transcripción y elementos

que actúan en cis funcionan no solamente como inductores o interruptores moleculares para

la expresión génica, sino también como puntos terminales de la transducción de señales en

los procesos de señalización, así también, un solo factor de transcripción puede controlar la

expresión de muchos genes blanco. A dicho grupo de genes controlados por un cierto tipo

de factor de transcripción es conocido como un regulón (Tran et al., 2007).

La gran diversidad de factores de transcripción y de elementos cis a los que se unen resulta

en una fuente de una enorme complejidad de combinaciones que permite el control de la

expresión específica de genes y produce una gran variedad de fenotipos fisiológicos y de

desarrollo (Tiessen et al., 2009). Los genomas vegetales asignan aproximadamente un 7%

de las secuencias codificantes a factores de transcripción y al menos en Arabidopsis

thaliana cerca de 1500 FTs han sido descritos y se sabe que están involucrados en la

respuesta a estrés (Lata et al., 2011).

En las plantas hay diferentes familias de factores de transcripción, clasificadas con base en

su dominio de unión a ADN (García et al., 2013).

1.1.9.1 CLASIFICACIÓN DE LOS FTs

La clasificación de las superfamilias de factores transcripcionales depende de las

características de su estructura. Generalmente, el agrupamiento de las familias se realiza en

función del número y arreglo de los residuos conservados en el dominio de unión (BDB) del

factor de transcripción (Takatsuji, 1998). La variedad de genes que codifican para los FTs

contienen motivos de unión a DNA como bZIP, MYB, MYC, AP2/ERF y dedos de Zinc
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(Ambawat et al., 2013). A continuación se describen las superfamilias de factores de

transcripción conocidos en plantas.

1.1.9.1.1 bZIP FTs

Existe más de 75 miembros de la familia de bZIP TF en A. thaliana, la cual está dividida en

más de 10 grupos (Jakoby et al., 2002). Muchos de los bZIP TFs juegan un papel central en

la señalización por (Fujita et al., 2011). Por ejemplo, los factores de unión a elementos de

respuesta a ABA, ABA -responsive element (ABRE) binding proteins/factors- (AREBs/ABFs)

AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, ABF1 y ABF3 son principalmente expresados en tejidos

vegetativos y, con excepción del ABF1, son reguladores clave de la señalización por ABA

que responden a estrés osmótico durante la etapa de crecimiento vegetativo (Fujita et al.,

2011). Tanto AREB1/ABF2 como AREB2/ABF4 activan directamente la expresión del gen de

respuesta a deshidratación RD29B por unión directa   con el elemento ABRE, mientras que

AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, and ABF3, unen y activan el promotor de la proteína de unión

al elemento de respuesta a estrés -DRE-BINDING PROTEIN 2- (DREB2A) de manera

dependiente de ABRE. En general, los bZIP están implicados en repuestas a estrés

abiótico. Por ejemplo, la proteólisis de bZIP17 inducida por sal y su translocación desde el

retículo endoplasmático, precede la activación de genes de respuesta a estrés salino en A.

thaliana.

1.1.9.1.2 NAC FTs

De esta familia se han descrito 110 miembros en A. thaliana y 152 en soya y tabaco. Los

genes NAC (NAM, ATAF y CUC) son inducidos por salinidad, sequía, frío, calor o ABA.

Análisis en sus promotores indican que estos son importantes para la activación del gen

ERD1 (Early Responsive to Dehydration stress 1). Los TFs del sub-grupo 3: ANAC019,

ANAC055 y ANAC07 son inducidos bajo las condiciones ya mencionadas, sin embargo,

también se ha observado que otros miembros se activan ante el proceso de senescencia de

la planta. Experimentos con NAC, muestran que los genes OsNAC6/SNAC2 y OsNAC5

incrementan la tolerancia a salinidad y sequía, no obstante la productividad se ve afectada al

obtener plantas con retraso en el crecimiento y bajos rendimientos (Zheng et al., 2009;

Takasaki et al., 2010; Jensen et al., 2010).
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1.1.9.1.3 WRKY FTs

La familia WRKY se diferencia por el dominio conservado de aminoácidos WRKYGQK en el

extremo N-terminal junto a un motivo de dedos de zinc. Esta comprende un amplio número

de FTs, los cuales están divididos en tres grupos según el número de dominios de dedos de

zinc que posean (Eulgem et al., 2000) Los WRKY se han relacionado mucho con la

respuesta a patógenos. Sin embargo estudios recientes indican que también participan en

estrés abiótico. Experimentos sobre la sobreexpresión de WRKY25 o WRKY33 (que

responden a patógenos) incrementan la tolerancia a sal y su sensibilidad a ABA. Por otro

lado, WRKY25, WRKY33 y los mutantes con expresión disminuida para WRKY de la familia I

son más sensibles al calor en comparación con los tipo silvestre.

1.1.9.1.4 DEDOS DE ZINC FTs

La mayoría de estos factores de transcripción se caracterizan por tener el dominio Cis2His2

(C2H2) en su estructura. Están implicadas en el desarrollo y crecimiento, respuesta a

fitohormonas y estrés abiótico. Análisis de expresión de los genes ZFTs muestran que su

regulación y función es tejido específico (Li et al., 2013). Por ejemplo, Zat10/STZ, se induce

por frío y cuando se une al promotor del gen RD29A actúa reprimiéndolo. Zat10 en

Arabidopsis promueve la tolerancia a salinidad, calor y estrés osmótico cuando es

expresado constitutivamente e interviene en la regulación negativa de otros FTs, como

Zat12 que desregula la expresión de los genes DREB/CBF en estrés por frío.

1.1.9.1.5 MYB FTs

Basados en   el número de dominios MYB, se clasifican en 1R, 2R-3R, 3R y 4R. La

denominación refiere a la repetición de residuos de triptófano regularmente espaciados que

forman un clúster de triptófano en la estructura de hélice-giro-hélice. El grupo 2R-3R son

específicos de plantas, encontrándose más de 100 miembros en el genoma de mono y

dicotiledóneas. Estas proteínas están implicadas en diferentes estreses mediados por ABA, y

hasta hace poco también se sabe que responde a la señalización por ácido jasmónico

(Lindemose et al., 2013). Además, se ha reportado que ciertos miembros controlan parte del

metabolismo secundario, participando en la regulación de la ruta de flavonoides y

terpenoides, por ejemplo la sobreexpresión

de AtMYB75/PAP1 and AtMYB90/PAP2 resulta en la acumulación de antocianinas en

Arabidopsis (Lv et al., 2014;). En condiciones de frío MYB15 es activado y se une al sitio de
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reconocimiento Myb del promotor de DREB1B/CBF1, DREB1C/CBF2, y DREB1A/CBF3

desregulando estos genes. En Arabidopsis cuando MYB15 es sobre-expresado, se mejora la

tolerancia a sequía y salinidad (Cao et al., 2013).

1.1.9.1.6 bHLH FTs

Pocos miembros de esta familia participan en la señalización por ABA y estrés abiótico. El

gen bHLH92 se induce en respuesta a NaCl, manitol y frío. No obstante, su sobreexpresión

resultó en una modesta tolerancia a NaCl y a estrés osmótico (Jiang et al., 2009; Lindemose

et al., 2013).

1.1.9.1.7 AP2/ERF FTs

La familia AP2/ERF es una familia de genes específicos de plantas que incluye

aproximadamente a 145 miembros en Arabidopsis y está compuesta de cuatro principales

sub-familias: AP2, RELATED TO ABI3/VP1 (RAV), ERF y DREB. La sub-familia de

proteínas DREB juegan un rol importante en la respuesta a estrés y está compuesta de seis

subgrupos (A-1–A-6), las cuales actúan regulando la expresión génica vía elemento

DRE/CRT,  el  cual actúa en cis (Mizoi et al.,  2012). El subgrupo DREB1 (A-1)  está

compuesto de seis miembros. El DREB1A/C-repeat-binding factor 3 (CBF3) fue identificado

mediante su unión al elemento DRE/CTR en los promotores RD29A/COR78/LT178 y

COR15A (Liu et al., 1998; Stockinger et al., 1997) y se  sabe se induce  por bajas

temperaturas y que participa en la activación de muchos genes de respuesta a frío. El sub-

grupo DREB2 (A-2) consiste de ocho miembros en Arabidopsis. En este modelo, el gen

DREB2A es regulado positivamente por ABA, mientras que tanto DREB2A como DREB2B

se inducen fuertemente por sequía, sal, estrés osmótico y bajas temperatura (Liu et al.,

1998; Nakashima et al., 2000). DREB2A se ha visto que se induce en repuesta a calor,

sequía o ambos (Sakumaa et al., 2006; Sakumab et al., 2006). En línea con lo anterior,

DREB2A se une a los promotores de RD29A y del factor de choque térmico A3 (HsfA3) (Liu et

al., 1998).

1.1.10 SUPERFAMILIA AP2/ERF

La familia APETALA 2/Ethylen Responsive element binding Factor (AP2/ERF) se caracteriza

por la presencia del dominio AP2/ERF de 60-70 aa (Ito et al., 2012). Este grupo se

caracteriza por ser específico de plantas e involucra 4 subfamilias: AP2, RAV, ERF y DREB
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(Mizoi et al., 2012), la cual se clasifican en base su estructura. La subfamilia AP2 tiene un

doble dominio AP2/ERF, la subfamilia RAV un dominio AP2/ERF y un dominio B3 DNA

binding y las subfamilias ERF y DREB sólo tienen un dominio AP2/ERF (Yamaguchi y

Shinozaki, 2006; Shigyo et al., 2006). Las funciones de los integrantes de la superfamilia

AP2/ERF han sido ampliamente estudiadas, encontrándose que participan regulando

activamente la respuesta a diferentes tipos de estrés abiótico (Xie et al., 2014). La subfamilia

ERF tiene afinidad por la secuencia GCC-box (AGCCGCC) y son mediadores de la respuesta

mediada por etileno. Los genes pertenecientes al grupo ERF son inducidos por sequía,

salinidad, bajas y altas temperaturas, según estudios hechos en tomate, soya y arroz.

1.1.10.1 SUBFAMILIA DREB

Por otra parte la subfamilia DREB ha sido una de la más estudiadas, y se sabe que son los

principales factores de transcripción que intervienen en la respuesta a estrés regulando la

expresión vía cis- acting dehydration-responsive element/C-repeat (DRE/CRT) (Sakuma et

al., 2002). Los dos primordiales factores de transcripción de este subgrupo son DREB1/ABF y

DREB2 y fueron inicialmente caracterizados en Arabidopsis thaliana. En base a estudios, se

ha visto que los miembros de DREB1/CBF responden principalmente a frío mientras que

aquellos correspondientes a DREB2 lo hacen a sequía, calor y salinidad. En referencia a los

sitios de unión, DREB1 tiene mayor afinidad por la secuencia del core A/GCCGAC, sin

embargo DREB1 une mejor a A/GCCGACNT y DREB2 a ACCGAC (MIzoi et al., 2012).

Hay varios FTs que conforman el grupo DREB2 y que responden a muchos tipos de

estímulos. Especialmente DREB2A es uno de los factores que responden a deshidratación

de forma ABA-independiente, así como a sequia (Figura 1.4). Las funciones de ortólogos de

DREB han sido comprobado en arroz, arabidopsis, uva, tomate, cebada y maíz (Gao et al.,

2007; Ito et al., 2012). Estudios demuestran que DREB2A tiene un dominio regularorio

negativo (NRD) contiguo al sitio de unión a DNA y cuando este NDR es removido DREB2A

se expresa de manera constitutiva que se denomina DREB CA (Sakuma et al., 2006). Así

mismo, la sobreexpresión de este gen no tiene ningún efecto sobre el fenotipo lo que

propone que se necesita de alguna modificación postraduccional para que sea funcional (Liu

et al., 1998).

Los genes DREB juegan un importante papel en la tolerancia al estrés de manera ABA

independiente, estos genes inducen la expresión de otros genes en respuesta al estrés. Los
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primeros cDNAs aislados de proteínas de unión a DRE, como CBF1 (CRT binding factor1),

DREB1A y DREB2A de arabidopsis se lograron mediante ensayos de un hibrido en

levadura. A partir de entonces, un gran número de genes DREB se han aislado de varias

especies de plantas.

1.1.10.2 SUBFAMILIA AP2: RAP

Se distinguen otros factores de transcripción que responden a estrés y que se han observado

que confieren tolerancia en plantas transgénicas, ellos son los RAP2 (Related to AP2)

(Lindemosen et al., 2013). Se distinguen pocos genes relacionados a este subgrupo, sin

embargo ya se han descrito algunos como los RAP2.1 (estrés por frío y sequía), RAP2.4

(frío, calor, salinidad, deshidratación), RAP2.4A (regulación de genes involucrados en

mecanismos redox), RAP2.4B (calor, salinidad, deshidratación), adicionalmente se sabe que

estos genes regulan negativamente la participación de algunos DREB (Zhu et al., 2010;

Mizoi et al., 2012).

Un papel preponderante de los miembros AP2 sucede con la regulación de la señalización

por luz. En arabidopsis, algunos genes de esta subfamilia, incluido RAP2.4 tienen niveles

significativos de transcripción al ser inducidos por luz, además de participar rápidamente

ante el estímulo. También RAP2.4 de arabidopsis así como los ortólogos en Medicago

truncatula, Zea mays, Gossypium hirsutum son inducidos por estrés, como frío, y en

respuesta a tratamientos de salinidad, sequía y ácido abscísico (Wang et al., 2008). Por otra

parte RAP2.2 fue inducido fuertemente bajo condiciones de hipoxia y oscuridad en brotes de

plántulas de arabidopsis (Hinz et al., 2010).

En otros estudios se ha determinado que la expresión de RAP2.6 es fuertemente inducida

por patógenos como bacterias y virus, no obstante recientemente también se ha demostrado

la participación de estos genes en condiciones de estrés abiótico (Zhu et al., 2010).
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Figura 1. 4. Regulación transcripcional de DREB2A. Tomado de Mizoi et al., 2012.
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1.1.11 CISGÉNICOS COMO HERRAMIENTA PARA EL MEJORAMIENTO VEGETAL

El conocimiento generado sobre las respuestas de las plantas a los diferentes tipos de

estrés se ha usado en estrategias de mejoramiento genético empleando ingeniería genética,

la cual en su mayor parte, se apoya en el uso de transgénicos. Sin embargo, a nivel mundial

existen preocupaciones por el empleo de este tipo de organismos genéticamente

modificados, por lo que se han tratado de establecer vías tecnológicas que compaginen las

estrategias de mejoramiento genético convencional, las cuales son aceptadas en lo general

por el público consumidor, y las bondades y potencia que ofrecen las estrategias empleadas

por la ingeniería genética. De este esfuerzo, nace el paradigma basado de mejoramiento

genético basado en cisgénicos, es decir, modificados con genes procedentes de plantas con

capacidad de cruzarse con la planta receptora y por tanto, emparentada con ésta (Schouten,

2006).

Por otro lado, la ingeniería genética de hoy permite el control del tiempo, la especificidad del

tejido y el nivel de expression de genes introducidos para su función óptima. Esto es una

consideración importante si el gen que se desea expresar require de ser expresado en

condiciones controladas. De ahí que se considere que el descubrimiento y caracterización

de promotores expresados en condiciones específicas ha permitido uno de los principals

cambios en el paradigma para el mejoramiento genético de cultivos ante condiciones de

estrés en años recientes (Katiyar et al. 1999). Los promotores más ampliamente usados en la

generación de plantas transgénicas son los promotores constitutivos. Sin embargo, existen

casos documentados en los que la expresión constitutiva de genes conlleva efectos

indeseables. Ahora que se conocen tantos genes que se expresan en diferentes tipos de

estreses y que los procedimientos de transformación genética son más o menos rutinarios,

existen mejores oportunidades para diseñar y caracterizar promotores con las

características deseadas.
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1. 2 JUSTIFICACIÓN

En biotecnología de plantas transgénicas, la búsqueda de promotores, sobre todo aquellos

que dirigen la expresión bajo una condición de estrés y/o órgano/tejido específico, resultan

de interés para manipular la expresión génica. Hoy en día, los promotores más empleados en

las construcciones génicas son aquellos que conducen la expresión ubicua de genes, lo que

da lugar en su mayoría a la obtención de fenotipos alterados (Prabu y Prasad, 2012).

Actualmente, no es muy común el uso de promotores que dirijan la expresión inducible por

estrés o tejido específico con efectos mínimos o con mejoras sobre el fenotipo deseado, y

mucho menos en especies de interés agrícola. Por ello, la identificación y caracterización de

nuevos promotores con características inducibles bajo condiciones de estrés resulta atractivo

para la generación de organismos genéticamente modificados.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se han descrito el análisis funcional de los genes RAP

2.4A y DREB2 en Carica papaya. Se ha observado que responden a diversos tipos de estrés

(Arroyo-Herrera et al., 2015; Figueroa-Yañez et al., 2016), por los que se propone que sus

regiones promotoras deben contener sitios de unión a factores de transcripción que regulan

la expresión de estos genes en condiciones de estrés, los cuales pueden tener potencial

biotecnológico.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la función de los promotores correspondientes a los genes DREB2 y RAP2.4A de

Carica papaya bajo condiciones de estrés abiótico.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Analizar los elementos reguladores que están presentes en los promotores putativos de

DREB2 y RAP2.4A de C. papaya.

Evaluar la expresión de genes reporteros dirigidos por promotores putativos de los FTs

DREB2 y RAP2.4A de C. papaya en diferentes situaciones de estrés.
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1. 4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental general se describe a continuación:

Figura 1. 5. La estrategia experimental está comprendida por tres etapas de desarrollo.

Análisis in silico de los promotores
putartivos de DREB2 y RAP2.4A

Clonación de las secuencias promotoras

Análisis funcional de los promotores de
DREB2 y RAP2.4A

1

2

3
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CAPÍTULO II

ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE PROMOTORES PUTATIVOS DE LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN DREB2 Y RAP2.4A DE Carica papaya var.
Maradol

2.1 INTRODUCCIÓN

Un promotor es definido como una secuencia de DNA en la región río arriba del sitio de

inicio  de la transcripción (TSS). La función de un  promotor está determinado  por la

combinación de varios accesorios que lo conforman, como elementos reguladores en cis y

enhancers, además de la interacción de proteínas específicas (Vedel y Scoti, 2011). La

división funcional de la región promotora requiere de la identificación y caracterización del

promotor mínimo, así como de la localización de los sitios de unión a factores de

transcripción. Por lo general, para recabar suficientes datos sobre la dirección  de la

expresión se considera evaluar la región comprendida entre los 1 000 pb río arriba del TSS

(Toki et al., 1992).

Los promotores se clasifican en constitutivos, tejido-específicos o inducibles según su patrón

de expresión. Hoy en día, los promotores constitutivos más usados son el 35 S CaMV, el de

ubiquitina de maíz y el de actina de arroz. Otros promotores fuertes se han aislado y

probado para ser usados en las construcciones genéticas, sin embargo, dados sus efectos,

pocos han sido exitosamente usados en biotecnología de transgénicos (Yutao et al., 2003;

Zhang et al., 2013). La expresión constitutiva de algunos genes afecta el crecimiento y

desarrollo de las plantas hospederas. A pesar de que existen genes que pueden ser buenos

candidatos para el mejoramiento genético, se han reportado casos en los que la sobre-

expresión de esos genes provocan fenotipos aberrantes como en el caso de la sobre-

expresión constitutiva de DREB1/CBFs (Yang et al., 2010). En cambio, plantas de arroz con

sobre-expresoras de DREB1A/CBF3 empleando promotores inducibles presentaron mayor

fertilidad y rendimiento en condiciones de estrés comparadas con las líneas silvestres (Xiao

et al., 2009). En algunos casos cuando varios genes se clonan en tándem para obtener

plantas transgénicas, las múltiples copias que se generan del promotor conllevan al

silenciamiento de esos transgenes, de ahí que surja el interés de optar por promotores

tejido específico o inducibles, los cuales representan un sistema atractivo para la

elaboración de promotores sintéticos. Esta disponibilidad sugiere el potencial uso para
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entender algunas rutas de señalización, así como para el desarrollo de plantas resistentes a

estrés (Rushton et al., 2002).

Los promotores que son inducibles, lo son por factores físicos, factores bióticos y abióticos,

así como por agentes químicos. Ejemplo de ellos son los modulados por choque térmico,

calor, frío, luz, metales, hormonas (por citar algunos) (Zuo et al., 2000; Yamaguchi y

Shinozaki, 2005).

Una estrategia para el análisis de promotores implica el uso de herramientas bioinformáticas

para explorar su secuencia, y se basa en la búsqueda de secuencias conservadas de DNA

referenciadas en bases de datos. De esta manera, se pueden detectar motivos descritos con

una función determinada, debido a que la información recopilada en las bases de datos

(Komarnytsky y Borisjuk, 2003; Yamamoto et al., 2007). Aunado a lo anterior, también se

puede inferir la presencia de motivos a partir de un conjunto de secuencias evolutivamente

relacionadas mediante algoritmos matemáticos que analizan la presencia de sitios o motivos

sobre-representados y que son deducidos a partir de aquellas. En general, ambas estrategias

son complementarias.

2.2 MATERIALES Y MÉTODOS

2.2.1 LOCALIZACIÓN DE ELEMENTOS CIS-REGULATORIOS DE LOS PROMOTORES
PUTATIVOS DE LOS GENES DREB2 y RAP2.4A

En esta sección se pretende definir la presencia de sitios de unión a factores de

transcripción mediante análisis in silico. Esto ayudará a guiar el planteamiento de

experimentos que permitirán elucidar regiones importantes en los promotores de los genes

DREB2 y RAP2.4A de C. papaya. En general, el análisis bioinformático se resume en la

Figura 2.1.
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Figura 2.1. Esquema representativo de la estrategia bioinformática para inferir CREs en los
promotores de DREB2a y RAP2.4a. En la estrategia se incluyó tanto un método de inferencia
a priori (MEME) como a posteriori (NewPLACE).

Para obtener los promotores considerados para su caracterización se partió de las

secuencias codificantes de los genes DREB2 y RAP2.4 (Cuadro 2.1) con las que se hizo un

BLAST contra el navegador Phytozome contra el genoma de C. papaya. Una vez localizada la

región codificante, se seleccionó la región de ~2000 pb río arriba del codón ATG de cada

gen y se buscó una zona que permitiera generar oligonucleótidos de buena calidad.

Obtención de las regiones promotoras
de los ortólogos de RAP2.4a

Obtención de las regiones promotoras
de los ortólogos de DREB2a

Análisis en NewPLACEMapeo de las regiones promotoras
de DREB2a y RAP2.4a

Análisis de motivos sobre-representados
con MEME

Análisis de motivos sobre-representados
con MEME

Análisis de motivos con TOMTOM
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Cuadro 2.1. Secuencia proteica de los FTs analizados en este trabajo.

Factor de
transcripción

Secuencia

DREB2a MGTFDQAPNVXSIAVDSSRKRKSRSRRDGTSVAETLKKWKEYNEHLDASGDGG
KPARKVPAKGSKKGCMKGKGGPENSRCNYRGVRQRTWGKWVAEIREPNRGSRL
WLGTFPTAVEAALAYDEAAKAMYGPCALLNLPHAEDLVCFGTASGSSSVATPS
GSDSTTTSSHSEVCAADDIKQEFVAIPGLKKEDGQGEARPNAYHPHAVIETAT
PSSTMKLEAKDGDANNIKKLHSGEYHGIKGEAVDYSKDVKSEGKEDESQDYWQ
TFSMDEMFDVDDLLGAIDNDPLVGTGLKQEFDYPPVQVGITDSRLQSEKSSAL
AYQLQNPDAKLLGSLHHMEQLPSTVDYGLALLQAQEHGDNNIELDGQGFMDMD
IGLEDLDF

RAP2.4a
MAATMDFCSSRPVQAGPFGDELMEALEPFIKSALSLLLPSPPLSSSYQIPSCT
SSSSYSSANDISFCPSFCPSFSTNTTQPSLYSGDCCTTSMPQPISNAHSVHDP
SALQQSGSIGLNHLTRSQMNQIQSQFHLQSQQSPSLLYQYYPQQQHAFQFLSP
KPVPPMKQVGSPPKPTKLYRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNTRLWLGTFDTAEEA
ALAYDKAAYKLRGDFARLNFPNLRHRGSHIDGEFGQYKPLHSSVDAKLDAICE
SLAESQKQGKVGKQHVGSGKKRARPPRMEPEVEPPQAIQGSDSRTLETVKGEK
NSSPSPVMTESDGSAGSSPLSEITFGEMDNEPQWSIVPENFMLQKYPSYEIDW
ASILS

Estas secuencias se emplearon para mapear las regiones promotoras putativas de ambos

genes. Para ello, se realizó un BLAST contra el navegador PHYTOZOME

(https://phytozome.jgi.doe.gov). Se seleccionaron las regiones de ~2 000 pb río arriba del

marco abierto de lectura de cada gen. Este mismo procedimiento se realizó para cada una

de las secuencias ortólogas tanto de RAP 2.4 como de DREB2, las cuales fueron obtenidas

del trabajo de (Arroyo-Herrera et al., 2015). Posteriormente, se realizó el análisis de motivos

sobre- representados empleando MEME (http://meme.sdsc.edu/meme4_6_0/intro.html) y

TOMTOM (http://meme.nbcr.net/meme/doc/tomtom.html), con el fin de localizar nuevos

elementos e identificar los ya descritos, respectivamente. Además, las regiones promotoras

de RAP2.4 y de DREB2 se sometieron e n PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/),

para identificar motivos descritos previamente. Se generaron manualmente gráficos a escala

para posicionar cada uno de los motivos encontrados (tanto los obtenidos por MEME como

por PLACE) en los promotores de DREB2 y de RAP 2.4, eliminando los sitios redundantes.

Finalmente, a partir de los motivos sobre-representados se encontró a algunos ya

caracterizados los cuales participan en la regulación de metabolismo y en la respuesta a

estrés.
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2.2.2 ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE DREB2A Y RAP2.4A Y SU RELACIÓN CON LOS
ELEMENTOS REGULATORIOS DE SUS SECUENCIAS PROMOTORAS

Con el objetivo de evaluar la presencia de elementos regulatorios conservados en las

regiones promotoras de los genes ortólogos a DREB2 y RAP 2.4a, se filtraron las secuencias

proteicas de sus ortólogos y se extrajeron las regiones promotoras putativas. Las

secuencias proteicas fueron tomadas de las bases de datos UNIPROT (www.uniprot.org),

mientras que las secuencias promotoras se obtuvieron de las bases ENSEMBL PLANTS

(http://plants.ensembl.org) y PHYTOZOME (https://phytozome.jgi.doe.gov). Sin embargo,

antes de extraer las regiones promotoras se reconstruyeron filogenias con las secuencias

proteicas para ambos genes y sus respectivos ortólogos. Para ello, primero se hizo un

alineamiento múltiple de secuencias para analizar el estado de conservación de los residuos

con MUSCLE, en este caso se consideró emplear especies de ambos grupos de plantas,

monocotiledóneas y dicotiledóneas, haciendo un total de 15 especies para DREB2 y 14

especies para RAP2.4A.

Finalmente se hizo la reconstrucción filogenética usando el programa MEGA 7.0, empleando

el método de Maximum Likelihood para inferir las relaciones evolutivas de los ortólogas de

DREB2 y el método de Neighbor Joining para los ortólogos de RAP2.4A, para ambos casos

se usó a Physcometrella patens como outgroup.
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2.3 RESULTADOS

Los elementos reguladores en cis son secuencias de DNA funcionales que por su

naturaleza modular y/o combinatoria controlan de manera precisa el patrón de expresión

espacio-temporal de los genes. En este sentido, la función de un promotor es normalmente

determinada por la acción de múltiples elementos reguladores como los elementos en cis.

En este trabajo mediante el empleo de herramientas bioinformáticas, se analizaron las

regiones promotoras putativas de los genes DREB2 y RAP2.4A de Carica papaya, para ello,

primeramente se usó la base de datos PLACE y PLANT CARE con el fin de ubicar aquellos

motivos que tienen una función regulatoria y que han sido descritos previamente, con MEME

suite se descubrieron un total de diez motivos sobre-representados, de los cuales sólo tres

de ellos están caracterizados, basados en la comparación de motivos hecha por TOMTOM.

Todos los motivos identificados se representaron en un esquema con barras de colores, en

el que cada color representa un motivo diferente (figura 2.2). Para éste análisis, en ambos

promotores el elemento ABRE (ACGTGGC) fue el más es el más sobresaliente en cuanto a

frecuencia y valor estadístico (con un Valor-E < 0.05), seguido del motivo GT1 (GAAAAA) y

CGCG-box (figura 2.3). En cuanto a los motivos predichos no caracterizados no se pudo

asociar con algún elemento en cis puesto que no se encontraron reportes que lo relacionen,

de tal manera que estos motivos podrían tratarse de nuevos elementos reguladores, por lo

que caracterizarlos resultaría interesante.

También se reconstruyeron árboles filogenéticos con los ortólogos a las proteínas DREB2 y

RAP2.4A, la inferencia se hizo con el programa MEGA 7.0 y el resultado mostró una visible

separación en los grupos de monocotiledóneas y dicotiledóneas (figuras 2.4 y 2.5). En

función del análisis anterior, con los promotores de los genes codificantes para estas

proteínas, se hizo la búsqueda de motivos con MEME y TOMTOM para comparar las

relaciones que pudiesen guardar según el tipo de motivos encontrados. Como resultado,

también se encontraron diferencias entre los taxones de plantas en relación al tipo de

motivos. Por ejemplo en caso de los promotores de los ortólogos de DREB2, en el grupo de

las monocotiledóneas la frecuencia de motivos fue de los tipos 1, 4, 6 y 10, mientras que

para el grupo de dicotiledóneas, lo fueron los motivos 2 y 4 (figura 2.6). Para los ortólogos

de RAP2.4A, en monocotiledóneas los motivos más representativos fueron el motivo 1,

motivo 4, motivo 6 y motivo 7, y para dicotiledóneas fueron el motivo 2, motivo 3 y el motivo

4 (figura 2.7). Cabe mencionar que al menos para este análisis, los motivos encontrados en

promCpDREB2 fueron el 2, 7, 8 y 9 (figura 2.6), y en promCpRAP2.4A, los motivos 1, 2, 3 y
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4 (figura 2.7), resultados que son disímiles en comparación de los motivos descubiertos al

hacer el análisis de manera individual, a excepción de los motivos 3 (ABRE) y 4 (tipo MYB)

del promCpRAP2.4A.

La evaluación global de motivos en los promotores de los ortólogos, conllevó a elegir los 3

primeros motivos con los valores de E más bajos y se procedió a investigar sobre su función

y el tipo de factores de transcripción que los reconoce, aun si estos elementos no se

ubicaran en Carica papaya. Para cada motivo, las descripciones se arreglaron en cuadros,

para los promotores de los ortólogos de DREB2, el motivo 1 (cuadro 2.4), el motivo 2

(cuadro 2.5), el motivo 3 (cuadro 2.6), así para los ortólogos de RAP2.4A, el motivo 1

(cuadro 2.7), el motivo 2 (cuadro 2.8) y el motivo 3 (cuadro 2.9). La gran mayoría de los

elementos hallados presentan un grado considerable de conservación entre los promotores

ortólogos, con fines visuales, se presentan las secuencias crudas del análisis arrojado para

los motivos 1, 2 y 3 de los ortólogos de DREB2 y RAP2.4 (cuadros 2.2 y 2.3,

respectivamente).

No obstante, con la base de datos de PLACE, se logró reconocer otros motivos que no

fueron predichos con MEME y TOMTOM, como el elemento DRE (A/GCCGAC), elementos

tipo MYB (GTTAGTT), MYC, W-box ((C/T)TGAC(T/C)), GCC-box (AGCCGCC), G-box

(CACGTG), MYB core (AACGG), encontrados con regular frecuencia en ambos promotores,

así como el elemento de respuesta a osmolaridad (ACTCAT), el elemento de respuesta a

ABA (CAAACACC) y el elemento GT-1 (GAAAAA).
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Figura 2.2 Ubicación de  sitios  de unión de factores de transcripción  en los promotores  DREB2 y  Rap2.4A de Carica papaya.
Cada color representa un motivo diferente. El análisis fue hecho con las herramientas de MEME, TOMTOM, PLACE y PLANTCARE.
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Figura 2.3. Motivos sobre-representados en las regiones promotoras de Dreb2a y Rap2.4A de C. papaya.
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Figura 2.4. Inferencia filogenética de DREB2 de Carica papaya y de las secuencias proteicas ortólogas de dicotiledóneas
y monocotiledóneas. La construcción se ajustó de acuerdo al método de Maximum Likelihood con el modelo Jones-

Taylor-Thornton y una prueba de 1000 Bootstrap.
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Figura 2.5. Reconstrucción del árbol filogenético para RAP2.4A de Carica papaya con sus respectivos ortólogos, en él se aprecia la
separación diferencial de los taxones Se empleó el método de Neighbor Joining con el modelo de Sustitución y 1000 bootstrap.
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2.6. Elementos reguladores encontrados en las regiones promotoras de los ortólogos de DREB2 de Carica papaya.

CGCG
box

A/T rich GCC
box

CCAGCGC GCGAGAC GGGAGG GTGGCTCGGGAA GGGCCCCAC GAAATATCTAG ATTTAGA
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2.7. Elementos reguladores distribuidos en las regiones promotoras de los ortólogos de RAP2.4A de Carica papaya.

GCC
box

A/T rich ABRE
(ACGTG)

Tipo MYB
CAACTC

CCAATGGTG TGCCCG GAGA
element

ACTGGCTGCGAC TTTGGA CGCG
box
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Cuadro 2.2. Elementos reguladores putativos en los promotores de los ortólogos de DREB2 de
Carica papaya. Como muestra representativa, se consideraron los tres primeros motivos con
los valores más bajos de E-value (<0.05) para observar la conservación de secuencias.
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Cuadro 2.3. Elementos reguladores descubiertos y sobre-representados para los ortólogos de
RAP2.4A de Carica papaya. Los motivos predichos mantienen un considerable grado de
conservación.
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Cuadro 2.4. Descripción de la posible función que puede desempeñar el motivo 1, observado en los promotores ortólogos de DREB2.



47

Cuadro 2.5. Descripción de la posible función que puede desempeñar el motivo 2, observado en los promotores de los ortólogos de DREB2.
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Cuadro 2.6. Descripción de la posible función que puede desempeñar el motivo 3, observado en los promotores de los ortólogos de DREB2.



49

Cuadro 2.7. Descripción de la posible función que puede desempeñar el motivo 1, observado en los promotores ortólogos de RAP2.4A.
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Cuadro 2.8. Descripción de la posible función que puede desempeñar el motivo 2, observado en los promotores ortólogos de  RAP2.4A
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Cuadro 2.9. Descripción de la posible función que puede desempeñar el motivo 3, observado en los promotores ortólogos de RAP2.4A.
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2.4 DISCUSIÓN

La transcripción de los genes es controlada por los factores de transcripción los cuales se

unen a secuencias cortas de DNA conocidas como sitios de unión a factores de

transcripción o elementos reguladores en cis. Estos elementos usualmente son muy cortos

y altamente degenerados, pero en realidad no hay un estimado en el tamaño que puedan

tener los elementos regulatorios, hay autores que proponen que son secuencias entre 5 a

10 nucleótidos, entre 5 y 15 u otros concuerdan que están compuestos de 5 hasta 20 pares

de bases (Korkuć et al., 2014; Naqvi et al., 2016), aunado a la frecuencia y variabilidad que

pueden tener hacen que las predicciones se enmarquen en una situación dificultosa, por

ello con la ayuda de las herramientas bioinformáticas se busca reducir falsos positivos

durante el análisis, sin dejar de lado la sensibilidad de las predicciones. En este sentido,

muchos programas están disponibles para facilitar la búsqueda de motivos, en el caso de

plantas, la plataforma PLACE ha sido una de las más útiles, este tipo de algoritmo analiza

una secuencia dada e identifica los posibles sitios de unión de factores de transcripción,

identifica cada motivo putativo independientemente, sin considerar la asociación entre

motivos para precisar algún complejo de regulación, en términos generales, se buscan

regiones moduladoras por similitud de las secuencias caracterizadas en otros genes y en

otros organismos (Vedel y Scotti, 2011). En este estudio, usar este algoritmo facilitó la

identificación de un mayor número y diferentes clases de elementos, en comparación con

MEME, sin embargo MEME permitió la predicción de motivos putativos “nuevos”.

De acuerdo al análisis comparativo entre los promotores de los ortólogos pudo observarse

que existen regiones muy conservadas entre los promotores y entre especies de los

diferentes taxones, aunque para la mayoría de las regiones marcadas como motivos

putativos no hay reportes, se considera que estas regiones altamente conservadas se tratan

de secuencias que comparten una red de regulación similar. En este mismo contexto,

aunque no todos coinciden con algún motivo ya descrito, MEME los relacionó con factores

de transcripción que en están implicados en la respuesta a estrés por factores bióticos o

abióticos, así como en diferentes tipos de procesos biológicos, por ejemplo en algunos

promotores de los ortólogos de DREB2, cuyos elementos reguladores también se ubicaron

en C. papaya, el motivo 2 (TAATTA) que podría asociarse al motivo AT-hook o al elemento

A/T-rich, es reconocido por AHL20.2 (factor de transcripción involucrado en la defensa

contra bacterias), AHL25 (involucrado en desarrollo) y YAB1 (desarrollo del meristemo

apical) (Goldsmith et al., 2008; Hehl et al., 2016; Kloth et al., 2016; Ud-Din et al., 2016); el
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motivo 7 (GTGGTTCC), posible elemento similar a HSF, es reconocido por los FTs LBD

(regulador del desarrollo de órganos, implicado en el metabolismo del nitrógeno, en

respuesta a citoquininas, auxinas y giberelinas), HSFB2 (envuelto en la respuesta al estrés

por calor, como en el desarrollo del gametofito), MYB59 (estrés por sequía, estrés abiótico)

(Thatcher et al., 2012; Wunderlich et al., 2014, Li et al., 2015); el motivo 8 (GGGCCCCAC),

reconocido por TCP15 (implicado en desarrollo, ciclo circadiano), MYB55 (involucrado en

respuesta a estrés por sequía y calor) (Mukhopadhyay y Tyagi, 2015; Casaretto et al, 2016)

y el motivo 9 (GAAATATCTAGA), reconocido por MYB-RVE1 (en biosíntesis de auxinas y

elongación de hipocotilo), CCA1 (regulación del ciclo circadiano, participación en

condiciones de estrés por frío), KAN1 (desarrollo de la hoja y regulación por auxinas) (Kwon

et al., 2013; Huang et al., 2014; Grundy et al., 2015).  En el caso de los promotores de los

ortólogos de RAP2.4A, los motivos que también se encontraron en papaya son: el motivo 1

(GCC-box), reconocido por RAP2.6 (involucrado en la respuesta a ABA, estrés osmótico y

sequía), ORA47 (envuelto en la biosíntesis de JA y ABA, estrés por daño mecánico y estrés

hídrico), RRTF1 (regulación de la señalización por ROS, estrés por luz) y DREB2C (en

respuesta a estrés por calor y salinidad) (Zhu et al., 2010; Song et al., 2014; Matsuo y

Oelmüller, 2015; Chen et al., 2016); el motivo 2 (TTTTATT) o A/T rich, reconocido por

AHL25 (involucrado en desarrollo) y YAB1 (desarrollo del meristemo apical) (Goldsmith et

al., 2008; Hehl et al., 2016), el motivo 3 (ACGTG) o ABRE, reconocido por MYC2, MYC3 y

MYC4 (señalización por JA en respuesta a patógenos, MYC2: estrés por sequía), bZIP60

(en la respuesta a estrés en retículo endoplásmico) y NAC55 (en respuesta a estrés por frío,

calor, patógenos, en la señalización por ABA y JA) (Iwata et al.. 2008; Calvo-Fernández et

al., 2011; Niu et al., 2011; Hosain et al., 2016, Niu et al., 2016); el motivo 4, reconocido por

WOX13 (biosíntesis de ácido giberélico, diferenciación celular, estrés abiótico y biótico)

(Deveaux et al., 2008). También se descubrió que el motivo 2 hallado ambos promotores se

caracteriza por ser un elemento rico en A y/o T, el cual se ha observado que posee A

enhancer (Lamb et al., 1996), cabe destacar que este elemento no fue predicho cuando se

analizaron las secuencias promotoras por separado.

En cuanto a los motivos determinados con NEW PLACE y PLANT CARE, análisis hecho de

manera individual para el promCpDREB2 y promCpRAP2.4A, se ubicaron principalmente los

elementos ABRE con la secuencia consenso ACGTG, este elemento está asociado en la

respuesta a deshidratación y salinidad, así lo comprueban estudios hechos en arroz, soya y

arabidopsis (Maruyama et al., 2012). Muchos genes inducibles por ABA contienen este

conservado elemento en sus regiones promotoras, y muchos autores mencionan que para
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participar en la regulación por ABA, requieren de varias copias, así como de algunos

elementos de acoplamiento (CE), hasta ahora los más conocidos son CE1 (TGCCACCGG)

y CE3 (ACGCGTTCCTG), que son parecidos al elemento ABRE. Así también se han

identificado otros elementos de acoplamiento que contienen el core (A/GCGT), no obstante

pueden haber otros elementos de acoplamiento que prescinden de esas secuencias

(Narusaka et al., 2003). Al elemento ABRE se unen los factores de transcripción tipo bZIP,

los cuales son inducibles por estrés osmótico, por ejemplo se ha reportado que en el

promotor del gen rd29A (también conocido como cor78 e Iti78), los FTs que se unen a sus

secuencias ABRE son los AREB1, AREB2 y AREB3 (Basu et al., 2014). En adición, el

elemento ABRE es muy parecido al motivo G-box (CACGTG), esta secuencia está presente

en muchos promotores regulados por luz, y se ha demostrado además que el elemento G-

box tiene un papel en las respuestas por anaerobiosis y hormonas como el ABA, ET y JA.

Estudios indican que los FTs bZIP, bHLH y NAC funcionan como reguladores de la

transcripción de aquellos promotores que contienen el elemento G-box (Lee et al., 2010; Liu

et al., 2016).

En referencia al papel que juegan los DREB2 en la regulación de otros genes, se ha visto

que DREB2A está directamente relacionado con la inducción de genes codificantes para

HSFs, por lo que DREB2A tiene una regulación positiva bajo condiciones de estrés por

calor, además de la que mantiene en sequía y salinidad. DREB2A reconoce a sus blancos

inducidos por calor a través del reconocimiento del elemento regulador DRE en sus

promotores (Yoshida et al., 2008). Homólogos a DREB2A, como DREB2b también se une a

este tipo de secuencia y es inducido por estrés hídrico al igual, No obstante, la variabilidad

entre elementos reguladores y su interacción con los FTs sigue siendo inconcluso y pone en

discordia la premisa sobre la absoluta especificidad de un factor de transcripción hacia una

secuencia fija, puesto que se ha visto que DREB2A puede reconocer variantes del elemento

DRE, tales como  A/GCCGACNT y A/GCCGACNA/G/C, pero prefiere a ACCGAC o

GCCGAC (Yamada y Spangerberg, 2010). Algo similar ocurre con DREB1A, que tiene una

alta correspondencia con la variante A/GCCGACNT, y aunque este gen es inducido por frío,

coinciden con DREB2A en regular a genes como COR15 (a y b) y KIN1-2, indicando la

existencia de un entrecruzamiento entre la expresión de genes inducida por frío y sequía, a

través del elemento DRE/CRT (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2009; Tuteja y Singh,

2012). Adicionalmente, se ha demostrado que la red reguladora orquestada por DREB2A,

también puede estar mediada por otros componentes como ABA y iones, al ser inducido por

altas concentraciones de sal (Tsukagoshi et al., 2015). Existen numerosos estudios sobre la
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expresión DREB2A y su participación en condiciones de estrés en diferentes especies, pero

son pocos los que tratan sobre sus promotores para inferir su regulación, en referencia al

estudio dl promotor de DREB2A, la información que se genera es orientada hacia la

explicación del posible rol de uno o dos elementos encontrados o no se detalla de manera

exhaustiva la clase de motivos encontrados y de sus relaciones. En este mismo contexto,

Kim  y colaboradores (2011) elaboraron versiones truncas para el promotor de AtDREB2A

(de tamaño aproximado a 1800 pb rio arriba del codón ATG), en la que destacan la

inducibilidad de este en respuesta a ABA y salinidad y de su correlación con los elementos

ABRE y CE3. Mientras que Tavakol y colaboradores (2014) consideraron tomar 1300 pb de

los promotores de los genes DREB2 de Triticum urartu, Aegilops speltoides y Aesgilops

tauschi, ancestros del trigo, y encontraron patrones de conservación en cuanto al tipo de

elementos en cis descubiertos, algunos de esos elementos fueron muchos elementos de

respuesta a ABA, de respuesta a luz y a frío, datos que les hace suponer sobre la compleja

red de señalización en la que estos factores de transcripción están intrincados. En este

trabajo, pese a que se encontraron algunos patrones en las secuencias conservadas entre

algunas especies y papaya, si se observaron muchos más elementos de regulación

diferentes o con variantes. Por lo que se propone que el estudio de un promotor debe ser

abordado sistemáticamente y analizado caso por caso.

Siguiendo con la interpretación, se encontraron dos repeticiones del elemento DRE2

(ACCGAC) en promCpRAP2.4A y una repetición en promCpDREB2A (el elemento DRE2,

es una variante de DRE). El elemento DRE (A/GCCGAC) o (TACCGACAT) ha sido

ampliamente estudiado debido a que es una secuencia clave en la vía de señalización

independiente de ABA en el estrés por sequía y se han reportado que este motivo está

relacionado con varios tipos de estreses más (Scheel y Waternack, 2002). También se

apreciaron elementos relacionados a DRE con sustituciones en las bases flanqueantes en

dirección 5´. DRE fue primeramente identificado en el promotor del gen rd29A que responde

a la deshidratación causada por estrés osmótico, el cual codifica para una LEA, quien es

inducida durante la maduración del embrión y por varios tipos de estrés en tejido vegetativo,

fungiendo finalmente como posible efector de tolerancia al estrés. Este mismo elemento es

esencial para la inducción de rd29A a bajo condiciones de sequía, salinidad y bajas

temperaturas que conducen a un estrés osmótico vía independiente de ABA.

Subsecuentemente, nuevas clases de elementos DRE se han identificado como el elemento

CRT (CCGAC) descubierto en genes inducibles por frío en Arabidopsis, actualmente se

sabe que esta secuencia es de suma relevancia para la inducción de muchos genes en esas
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mismas condiciones. Estudios recientes evidencian que algunos motivos DRE/CRT aunque

actúan de diferente manera, pueden responder siguiendo un mecanismo ABA-dependiente,

i.e. el elemento de respuesta a deshidratación 2 -DRE2 (ACCGAC)- identificado en el

promotor de rab17 de maíz, el cual interviene ABA–dependiente en la respuesta al estrés

osmótico por sequía. En este mismo gen se descubrió otro elemento, indicado como DRE1

(ACCGAG), el cual tiene que ver con procesos de desarrollo celular, al regular de forma

ABA-dependiente la maduración del embrión (Kizis y Pagés, 2002; Saleh et al., 2005).

Estudios señalan que DREB2A y DREB2B se unen a la secuencia DRE, aumentando la tasa

de expresión de genes ABA-independiente en entornos estresantes. Shinwari y

colaboradores en 1998, precisaron que los genes CBF/DREB1 eran inducidos por bajas

temperaturas, pero no por sequía y por ABA, y por tanto regulado ABA-independiente en

función del elemento CRT, esto fue hasta que Haake y colaboradores (2002) demostraran

que CBF4 (a diferencia de otros CBFs) no cambia su expresión en respuesta a frío, pero si

es inducible por sequía y por tratamientos con ABA, validando el hecho que CRT está

inmerso en la señalización ABA-dependiente. En concordancia con lo anterior, los patrones

de expresión de los genes DREB2 bajo condiciones de sequía y salinidad, muestran que

DREB2 activa aquellos genes que contienen DRE/CRT y que por tanto responden a esas

mismas condiciones de estrés (Haake et al., 2002). Se insinúa que la presencia de

elementos tipo DRE, DRE/CRT y DRE2 posiciona a DREB2 en confluencia de varias rutas

de señalización al mismo tiempo bajo determinado estímulo, como el generado por sequía.

En el caso de RAP2.4, diferentes estudios apuntan que este factor de transcripción funciona

como un trans-activador de genes, mediados por los elementos DRE y GCC-box (también

llamado elemento ERE), interviniendo en la regulación de la expresión de genes que

responden al etileno, deshidratación y luz, y se ha comprobado que es capaz de regular su

expresión al unirse al elemento DRE de preferente manera en comparación a ABRE (Feng

et al., 2005; Dong y Liu, 2010). Lin y colaboradores (2008) demostraron que RAP2.4 es

regulado positivamente por sal, sequía y daño mecánico, pero desregulado por luz. Por

ejemplo, ese ha visto que actúa como un regulador positivo en la inhibición de la elongación

del hipocotilo mediada por luz y como un regulador negativo en la inhibición de la elongación

de la raíz mediada por etileno. Por otra parte en 2008, Shaikhali y colaboradores analizaron

mediante ensayos in vivo e in vitro que RAP2.4A, regula la respuesta de 2CPA (2-Cys

peroxiredoxin-A, enzima antioxidante de cloroplasto) mediante el reconocimiento en el

promotor de la secuencia C3-like (CACGCGATTC) en condiciones redox, así mismo,

RAP2.4A impacta sobre la expresión de otras proteínas de cloroplasto que participan en la
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adaptación a las variaciones ambientales. Este mismo grupo de investigación, determinó

que el elemento C3-like es crucial para llevar a cabo la regulación de 2CPA, pues aunque la

región promotora de este gen tiene elementos ABRE y variantes ACGTs del elemento C3 o

llamado igualmente como CE3, RAP2.4A no parece tener afinidad por ellos. Son pocos los

reportes con los que se cuenta, y por tanto poco se sabe sobre la regulación que media

RAP2.4A en otros genes, así como de los que lo regulan. A la fecha no se tiene

documentado sobre qué tipo de elementos reguladores están presentes en el promotor de

RAP2.4A y de su relación con otros procesos celulares o situaciones estresantes, por lo que

este trabajo hace un primer acercamiento.

Otro elemento en cis descubierto es el denominado GCC-Box, con la secuencia consenso

AGCCGCC, y que actúa como sitio de unión de un gran número de factores de transcripción

de la familia ERF, los cuales tienen un papel importante en la defensa ante patógenos

mediada por JA y ET (Fujimoto et al., 2000). Por otra parte el elemento CGCG-box también

sugerido en este estudio, con el core (A/C/G)CGCG(G/T/C) es encontrado en aquellos

promotores de genes que están comprendidos en la señalización por ABA, ET y luz, y en

daño mecánico. Este elemento fue inicialmente identificado como un sitio de reconocimiento

por la Calmodulina en los genes AtSR1-6 (CAMTAs), a su vez estos genes se inducen

rápidamente y diferencialmente en condiciones de temperaturas extremas, por daño

mecánico, por la señalización de hormonas como ABA, JA y SA, y por especies reactivas de

oxígeno (Yang y Poovaiah, 2002).

En ambos promotores se encontraron elementos W-box (TGAC/GTCA), aunque con mayor

número de repeticiones en proCpDREB2. Las W-box son reconocidas por los FTs WRKY,

factores de transcripción que tienen un rol sobre los procesos de desarrollo en la planta, al

igual que en situaciones de estrés (Phukan et al., 2016). Por ejemplo, AtWRKY52 es capaz

de conferir resistencia ante múltiples tipos de bacterias y hongos, otros similares son

AtWRKY16 y AtWRKY19 (Rushton et al., 2010; Chi et al., 2013), por otro lado, los hay

quienes participan en situaciones de estrés abiótico, como OsWRKY74 de arroz que modula

el proceso de inanición por hierro y está implícito en el estrés por frío, o FcWRKY70 de

Fortunella crassifolia envuelto en la tolerancia a sequía y síntesis de putrescina, o

GmWRKY13 de soya, que participa en el estrés por sequía y salinidad (Ding et al., 2016).

Otro elemento regulador relacionado con el estrés es el Motivo GT-1, identificado con la

secuencia consenso GAAAAA. Se ha encontrado que este elemento tiene un rol en la
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tolerancia a salinidad, sequía y resistencia a patógenos. Fue identificado originalmente en el

gen de la calmodulina SCam-4, el cual es inducido bajo estrés por salinidad. Se ha

reportado la presencia del Motivo GT-1 en las regiones promotoras de genes como la

pirofosfatasa tipo II H+ de Zea mays y en genes NAC de Jatropha curcas, en todos los

casos responsivos a salinidad (Park et al., 2004; Nuruzzaman et al., 2015; Wu et al., 2015;

Hou et al., 2016). Con la excepción del promotor de DREB2, se ubicó un elemento de

respuesta a ABA en el promotor de RAP2.4A, a este motivo lo distingue la secuencia

CAAACACC y ha sido identificado como mediador en el desarrollo de la semilla, este motivo

es reconocido por factores de transcripción bZIP y con MYB, ya que el sitio de

reconocimiento MYB se superpone a dicha secuencia (Agrawal y Rakwal, 2012).

Otro tipo de motivos localizados igualmente en ambos promotores fueron los MYB (AACG) y

los tipos MYB (GTTTAGTT). El motivo MYB con el consenso AACG es conocido como

elemento AC (ACCT/AAC/AC) y es blanco de algunas proteínas MYB, proteínas que

participan activamente en la respuesta a estrés por sequía y a ABA como AtMYB2, también

algunos otros están implicados en la respuesta por ABA y JA y en la tolerancia a sequía

como AtMYB096, en respuesta a salinidad como ScMYBAS1, en respuesta a calor como

MYB55, por citar algunos (Abe et al., 2003; Qiu et al., 2009). Por otra parte los elementos

MYC con el consenso CACATG, son reconocidos por factores de transcripción con el mismo

nombre, y se sabe que estos actúan de manera ABA dependiente e independiente,

regulando la expresión de gene durante situaciones de estrés osmótico, y se ha observado

que en algunos casos tanto MYC como MYB actúan cooperativamente, esto ocurre en el

caso del gen rd22. Al igual, los FTs MYC actúan regulando positivamente la resistencia ante

patógenos mediada por señalización de JA (Alves et al., 2014).En general, varios autores

coinciden que aquellos genes que poseen motivos de unión del tipo bZIP, MYC, MYB,

AP2/ERF y dedos de zinc se caracterizan por ser señal-inducible (Ambawat et al., 2013).

Para terminar este apartado, si bien la validación del promotor en sistemas heterólogos

sigue siendo un prerrequisito fundamental, ya  sea con fines de ciencia básica o aplicativos,

este procedimiento aún mantiene ciertos inconvenientes, pues ocurre que algunos de los

factores de transcripción clave en la regulación del promotor a prueba no se encuentran en

el modelo heterólogo. Por esa razón hay que considerar tener el control sobre todas

aquellas variables que pueden afectar sobre una adecuada interpretación de los resultados.
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2.5 CONCLUSIONES

Las secuencias promotoras de los genes DREB2 y RAP2.4A de este estudio contienen

varios elementos como los ABRE y W-box, principalmente, seguidos de los motivos G-box,

GCC-box, CGCG-box, MYB, MYC y DRE2. La presencia de estos motivos sugiere que los

factores de transcripción podrían responder a la variedad de situaciones en las que están

implicados dichos sitios de unión (particularmente en estrés abiótico), según reportes

comparados con otras especies, pero aún se requiere de análisis experimentales que lo

comprueben.

Los promotores y elementos reguladores no están claramente definidos y son muy diversos,

por lo que se insinúa que cada gen tienen un arreglo único que establece a su vez una

regulación espacio-temporal única.

Finalmente, aunque describir las secuencias reguladoras que se encuentran en los

promotores es fundamental para comprender de manera global su posible regulación, no es

suficiente, no es del todo concluyente, por lo que también se requiere de tener un

conocimiento preciso de sus interacciones con las proteínas reguladoras. La caracterización

funcional de promotores mediante ensayos de expresión transitoria ha mostrado ser una

estrategia rápida y de bastante utilidad que permite dar una aproximación cualitativa sobre

el promotor, es decir, indica si un promotor es o no inducible, por ejemplo. En tanto que, las

estrategias como EMSAs, ensayos de uno o dos híbridos y más recientemente la

implementación de la técnica ChIP, permiten indagar sobre las interacciones entre DNA y

proteína, pero éstas técnicas aún siguen siendo deficientes. A la vez, que la acumulación de

datos aumenta gracias al desarrollo de las herramientas computacionales, es necesario que

el desarrollo de las técnicas o estrategias que validen esos datos también avancen al mismo

ritmo.

Se propone continuar con la caracterización de los motivos nuevos encontrados para

determinar si realmente cumplen con una función.
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CAPÍTULO III

AISLAMIENTO Y CLONACIÓN DE LAS REGIONES PROMOTORAS
PUTATIVAS DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN DREB2 Y RAP2.4 DE
Carica papaya var. Maradol

3.1 INTRODUCCIÓN

Hoy en día se han aislado numerosos promotores de una gran variedad de organismos, y

las plantas resultan ser modelos atractivos de análisis debido al uso agrícola de muchas

especies. En este marco, la búsqueda de nuevos elementos que les permitan adaptarse a

condiciones adversas o mejorar su calidad ha sido uno de los objetivos de la biotecnología

moderna, por ejemplo, en el contexto del aislamiento e identificación de la regiones

promotoras de genes, el estudio de las secuencias regulatorias ha sido fundamental para

determinar la funcionalidad promotora y su actividad en la regulación transcripcional global.

Para el análisis de dichos promotores se hace uso de una gamma de herramientas

bioinformáticas que implican la predicción de secuencias putativas, así como la anotación de

la posible funcionalidad en bases de datos específicas. Así mismo, la rápida acumulación de

datos a escala como la secuenciación de genomas, la anotación y predicción de genes, los

perfiles de expresión génica y entre otros, han facilitado el descubrimiento de elementos

regulatorios que permiten preguntarse y acercarse al rol que juegan en la señalización

celular de las plantas (Mockler et al., 2009).

El estudio de los diferentes tipos de promotores que se han identificado ha permitido

profundizar en el conocimiento sobre los mecanismos de regulación transcripcional, con ello,

la predicción de las secuencias promotoras y sus elementos reguladores en cis se han

convertido en tópicos de rutina debido a los avances recientes en transcriptómica y

secuenciación de genomas vegetales. No obstante, la predicción de los elementos

reguladores pueden o no ser funcionales, por lo que es sugerente demostrar su contribución

a la actividad del promotor (Finer y Hernández, 2014). De ahí que la identificación y

caracterización del promotor y sus elementos regulatorios representa un paso crucial para el

logro del control de la expresión génica al momento de darle una aplicación biotecnológica

(Naqvi et al., 2016)
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS

El objetivo de esta sección es poder aislar y clonar las regiones promotoras de los genes

DREB2 y RAP 2.4 y generar las deleciones 5´ de ambas porciones genómicas, todo lo cual

servirá para probar la funcionalidad de los elementos regulatorios putativos presentes en

estas regiones. En la Figura 1 se resume la estrategia experimental para cumplir estos

propósitos.

Figura 3.1. Esquema representativo de la estrategia para la elaboración de las construcciones
que se emplearán a lo largo de este trabajo.

2236

2114
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3.2.1 AISLAMIENTO DE DNA GENÓMICO

Se tomó 200 mg de tejido foliar de una planta de 4 meses de edad de C. papaya var.

Maradol y se le adicionó 1 mL de buffer TELT (Tris 50 mM pH 8.0, EDTA 63 mM, Tritón X-

100 y 2.5 M de LiCl), se maceró hasta que el tejido quede totalmente homogenizado y se

centrifugó a 10 000 x g por 5 min a temperatura ambiente. Se recuperó el sobrenadante se le

adicionó un volumen igual de fenol:cloroformo (1:1v/v) y la mezcla se agitó vigorosamente.

Luego, se centrifugó a 10 000 x g por 5 min para separar las fases. Se tomó la fase acuosa y

a esta se le añadió un volumen equivalente de etanol absoluto frío. Para precipitar los ácidos

nucleicos, la mezcla se incubó por 24 h a -20 °C. Para empastillar los ácidos nucleicos, la

mezcla se centrifugó a 15 000 x g por 10 min y 4°C. Posteriormente, se realizaron 2 lavados

con etanol al 70% y el pellet se resuspendió con 40 µL dH2O libre de nucleasas. Se le

adicionó 1 µL de RNasa A (1 mg/ µL) y se incubó la reacción por 1 h. La cantidad y pureza

del DNA genómico se estimó por espectrofotometría a 260 nm y mediante el cociente

260/280 nm, respectivamente; su integridad se evaluó cargando el gDNA en un gel de

agarosa al 1 %, en amortiguador TAE 1X (Tris 242g/L, ácido acético glacial 57.1mL/L y 100

mL EDTA 0.5 M) y revelado con bromuro de etidio.

3.2.2 AMPLIFICACIÓN DE LOS PROMOTORES DREB2 Y RAP2.4A

Con la finalidad de aislar y poder clonar los promotores de los genes DREB2 y RAP2.4A, se

diseñaron oligonucleótidos F 3´-ACACTCTTACAGGCGTCAGCT-3´ y R 5´-

GGAAGAGTCCACTGCAATAGAAGT-3´ y para RAP2.4a, F 5´-

AATTAATGCCCCGCAACTCA-3´ y R 5´-AGGCTCAAGTGCTTCCATAAG-3´, los cuales

anillan específicamente específicos que anillan en la región ~2150 río arriba del ATG de

ambos genes. Las condiciones de PCR empleadas fueron las descritas en el Cuadro 3.1.
Cuadro 3.1. Mezcla de reacción de PCR para amplificar las regiones promotoras putativas.

Componente Volumen (µL)

gDNA 1.0
Oligonucleótidos mix F y R (10 µM) 1.0

dNTPs mix (10 mM) 1.0

amortiguador Phusion HF 5x 10

DNA polimerasa Phusion HF (2 U/µL) 0.3

dH20 libre de nucleasas 36.6
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Para amplificar estas regiones se empleó un programa de PCR tipo touchdown, el cual

implicó un paso de desnaturalización inicial a 98 °C durante 1 min, seguido de 10 ciclos

con10 s de desnaturalización a 98°C, 15 s en el rango de temperaturas de 69°C hasta 59°C

(1°C por cada ciclo) para el alineamiento y una extensión de 1 min 25 s a 72°C y 30 ciclos

más con 10 s de desnaturalización a 98°C, 15 s a 59°C para el alineamiento y una extensión

de 1 min 25 s a 72°C, con una extensión final de 10 min a 72°C.

Los fragmentos amplificados fueron resueltos en un gel de agarosa al 1.2% teñido con

bromuro de etidio. Finalmente, cada producto de PCR se purificó del gel de agarosa con el

kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega® de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

3.2.3 CLONACIÓN DE LOS PROMOTORES PUTATIVOS EN EL VECTOR pGEM®-
T Easy

Luego de purificar los amplicones, se procedió a adenilarlos ya que la polimerasa empleada

deja extremos romos  durante la amplificación y no pueden ser clonados en el vector

pGEM®-T Easy. La composición de la reacción se detalla en el Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2. Composición de la reacción de adenilación de los amplicones obtenidos.

Componente Volumen (µL)

Amplicón (50 ng/µL) 5.0

Amortiguador Go Flexi Taq (5x) Promega® 4.0

dATP (10 mM) 0.4

MgCl2 (50 mM) 0.6

Go Flexi taq (5 U/µL) Promega® 1.0
dH20 libre de nucleasas 9.0

La reacción se dejó a 72°C durante 30 min. Posteriormente, los amplicones adenilados se

ligaron en vector tal y como se indica en el Cuadro 3.3.



65

Cuadro 3.3. Composición de la reacción de ligación de los fragmentos en el vector pGEM®-T
Easy.

Posteriormente, se transformaron células calcio competentes de E. coli DH5α con las

construcciones obtenidas. Para ello, las células se descongelaron en hielo, se les adicionó

150 ng de la ligación y se incubaron por 30 min, seguido por un choque térmico a 42°C por

50 s e inmediatamente se transfirieron a hielo por 5 min. Luego, se le adicionó 0.5 mL de

medio LB líquido y se dejaron crecer por 1 h a 37°C y 200 rpm. Finalizado este tiempo se

plaquearon 100 µL del cultivo en medio semisólido LB adicionado con ampicilina (100

mg/mL), X-gal (20 mg/mL) e IPTG 100 mM. Las placas se incubaron a 37°C hasta la

aparición de colonias.

3.2.4 ELIMINACIÓN DEL PROMOTOR 35 S DEL VECTOR pH7RWG2

Para analizar la función de los promotores, se pretende emplear el vector pH7RWG2, al cual

se le removió el promotor 35S. En la Figura 3.2 se presenta el esquema del vector.

Componente Volumen (µL)

Amplicón (50 ng/µL) 5.0
Amortiguador Rapid Ligation 2x 1.0

Vector pGEM®-T Easy (50 ng/µL) 0.5

T4 DNA Ligasa Promega® 1.0

dH20 libre de nucleasas 2.5
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Figura 3.2. Esquema del vector pH7RWG2 en el que se muestra la disposición del casete
Gateway entre el 35S y la RFP.

De esta manera, para poder ser usado en este trabajo, se decidió eliminar el promotor 35S,

de tal suerte que quedase disponible pare ser usado como vector de destino, para probar

promotores. Así que, se procedió eliminar este promotor. Para ello se realizó una digestión

doble del pH7RWG2 con SpeI y HindIII, de acuerdo al Cuadro 3.4.

Cuadro 3.4. Composición de la reacción para digerir el vector pH7RWG2 con SpeI y HindIII.
Componente Volumen (µL)

Vector pH7RWG2 (50 ng/µL) 2.0
Amortiguador Multicore 10x (Promega) 2.0

SpeI (5U/ µL) (Promega) 1.0

HindIII (5U/ µL) (Promega) 1.0

dH20 libre de nucleasas 14.0

Posteriormente, para poder religar el vector, se procedió a hacer los extremos romos. Para

tal fin, el vector linearizado, se purificó mediante con el paquete Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System de Promega® y se eluyó en 6 µL de agua libre de nucleasas. El eluato

se trató con la T4 DNA Polimerasa, para eliminar los extremos cohesivos. Esto se realizó de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5. Mezcla de reacción para eliminar los extremos cohesivos en el vector pH7RWG2
tratado con SpeI y HinIII, usando la T4 DNA polimerasa.

Componente Volumen (µL)

Vector pH7RWG2 digerido y purificado 6.0
Amortiguador T4 DNA ligasa 10x (NEB) 2.0

dNTPs (1 mM) 1.0

T4 DNA polimerasa (5U/ µL) (NEB) 1.0

dH20 libre de nucleasas 10.0

La mezcla se incubó por 30 min a 12ºC y luego se paró calentándola a 65 ºC, tras lo cual se

agregó 1 µL de T4 DNA ligasa (5 U/µL). Esta reacción se puso a reaccionar por 16 h a 4ºC.

Finalmente, la reacción completa se usó para transformar células de E. coli DH5α. La

transformación se puso a crecer en medio LB+Amp (100 mg/mL) y las clonas

transformantes se analizaron por digestión para corroborar la eliminación del promotor. Para

ello, se prepararon miniprepreparaciones por lisis alcalina de dos colonias tomadas al azar

y un control completo y se dirigieron con de acuerdo con la siguiente reacción (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6. Composición de la mezcla de reacción de las clonas seleccionadas para
confirmar la pérdida del 35 S.

Componente Volumen (µL)

Vector (50 ng/µL) 2.0
Amortiguador Multicore 10x (Promega) 2.0

SmaI (5U/ µL) (Promega) 1.0

dH20 libre de nucleasas 15.0

Además se realizó una doble digestión (Cuadro 3.7).

Cuadro 3.7. Composición de la mezcla de reacción del control (pH7RWG2 vacío) para
demostrar la presencia del promotor 35 S.

Componente Volumen (µL)

Vector (50 ng/µL) 2.0
Amortiguador Multicore 10x (Promega) 2.0

HindIII (5U/ µL) (Promega) 1.0

XbaI (5U/ µL) (Promega) 1.0

dH20 libre de nucleasas 14.0
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La mezcla se incubó por 1 h y la mezcla se resolvió en un gel de agarosa al 1%. Finalmente

se reveló con bromuro de etidio.

3.2.5 CLONACIÓN DE LOS PROMOTORES PUTATIVOS EN EL VECTOR pDONR
221

Luego de confirmar la correcta clonación de los fragmentos en el vector pGEM®- T Easy,

estos se amplificaron con primers con los sitios attb: Primer attB1-pGEM F 5´ -GGGG A

CAA GTT TGT ACA AAA AAG CAG GCT TAT AGG GCG AAT TGG GCC CGA C- 3, primer

attB2-Dreb2a R 5´ -GGGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG TC GGA AGA GTC

CAC TGC AAT AGA AGT- 3´ y el primer attB2-RAP2.4a R 5´-GGGG ACC ACT TTG TAC

AAG AAA GCT GGG TC AGG CTC AAG TGC TTC CAT- 3´. Las condiciones y composición

de las reacciones de amplificación fueron las mismas que las empleadas en la primera

amplificación de los fragmentos.

Una vez obtenidos los fragmentos, estos se purificaron a partir de banda usando el kit

Minelute® Gel Purification de Qiagen, según la descripción del fabricante. Luego, los

amplicones se emplearon para efectuar la recombinación BP en el vector de entrada

pDONR™ 221 de Invitrogen. Las especificaciones de la reacción se dictan en el cuadro 3.8.

Cuadro 3.8. Composición de la reacción BP usada para insertar los amplicones en el vector
pDONR 221.

Componente Volumen (µL)

Vector pDONR 221 (150 ng/µL) 1.0
Amortiguador TE, pH 8 5.0

Producto de PCR attb (100 ng/ µL) 1.0

BP clonasa II 1.0

Las reacciones se dejaron incubando a 25 ºC durante 12 horas.

Luego de lo anterior se transformaron en células de E. coli XL Blue por choque térmico bajo

las condiciones anteriormente también anteriormente mencionadas. Las selección de las

clonas transformantes se hizo en medio semisólido con kanamicina (50 µg/mL).
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3.2.6 RECOMBINACIÓN DE LOS PROMOTORES PUTATIVOS EN EL VECTOR
BINARIO pH7RWG2-35 S

Los promotores clonados en pDNOR™ 221 fueron recombinados en el vector pH7RWG2 sin

el promotor CAMV35S, por lo que fue denominado como pH7RWG2 -35 S. La composición

de las reacciones manejadas se indica en el cuadro 3.9.

Cuadro 3.9. Composición de la reacción de recombinación en el vector de destino.
Componente Volumen (µL)

Vector pH7RWG2 (150 ng/µL) 1.0
Amortiguador TE, pH 8 3.0

Vector de entrada (150 ng/ µL) 5.0

LR clonasa II 1.0

Las reacciones se dejaron incubando a 25 ºC durante 12 horas y luego se transformaron

células de E.coli XL Blue con el protocolo ya descrito. La selección se hizo en placas con

medio LB adicionado con Espectinomicina (100 µL/mL).

3.2.7 TRANSFORMACIÓN DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS CON LAS
CONSTRUCCIONES EN EL VECTOR BINARIO

Para transformar Agrobacterium tumefaciens con las construcciones de interés se usó la

cepa EHA105 portador del plásmido pCH32 (este plásmido confiere resistencia a tetraciclina

y a su vez posee dos genes vir (vir-E y vir-G), los cuales incrementan la virulencia y como

consecuencia mejoran la transferencia del T-DNA, así como la expresión de la construcción

de interés).

Primeramente se usaron alícuotas de 75 µl de células quimiocompetentes a los que se

adicionó 1 µg de DNA plasmídico de cada construcción y se incubaron durante 15 min en

hielo. Luego se sumergieron en nitrógeno líquido por 5 minutos, se sacaron y dispusieron en

hielo por 30 segundos a 1 min en hielo, luego fueron incubados a 37 °C por otros 5 minutos,

fueron sacados y se les adicionó 0.5 mL de medio YEP, se incubaron por 4-5 horas en

agitación constante de 200 rpm, a 28 °C y en oscuridad. Luego, los cultivos fueron

centrifugados a 4 000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, se descartó el

sobrenadante y con el remanente de medio se resuspendió la pastilla y se plaquearon en

medio YEP semisólido con 100 mg/mL de rifampicina, 15 mg/mL de tetraciclina y 100
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mg/mL de espectinomicina para seleccionar. Las placas fueron dispuestas a 28 °C y

oscuridad durante dos días y medio.

3.2.8. DELECIONES EN EL EXTREMO 5´ DE LAS REGIONES DE LOS PROMOTORES
DE RAP 2.4 Y DREB2

Con la finalidad de definir regiones regulatorias de relevancia funcional en las regiones

promotoras de DREB2 y RAP2.4, se propone realizar experimentos de deleciones en el

extremo 5´ de las mismas. El objetivo de esto es poder ubicar, por pérdida de función, la o

las zonas que poseen sitios de regulación importantes para los promotores. La propuesta se

esquematiza en la Figura 3.3.

3.2.9. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS

La secuenciación de los fragmentos clonados en los diferentes sistemas de plásmidos se

realizó mediante secuenciación por Sanger en el Instituto de servicios genómicos del

Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAV. Las

secuencias obtenidas se visualizaron empleando el editor Chromas 2.4.4, y se compararon

y analizaron haciendo alineamientos en el software MEGA 7.
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Figura 3.3 Esquema representativo de los experimentos de deleciones 5´ de las regiones promotoras de los genes DREB2 y RAP 2.4A, para ser

probados en análisis funcionales.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 AISLAMIENTO DE gDNA DE Carica papaya Y CLONACIÓN DE PROMOTORES

Para proceder con el aislamiento de las regiones promotoras, primero es imprescindible

contar con gDNA de buena calidad. Así que después de aislarlo y purificarlo, se visualizó en

un gel de agarosa. El resultado se presenta en la figura 3.4.

Figura 3.4. Análisis de integridad del gDNA de Carica papaya aislado de hoja.

Después de lo anterior, se procedió a amplificar las regiones promotoras putativas de los

genes DREB2 y RAP2.4a, para clonarlas en el vector pGemT Easy. El resultado se

presenta en la figura 3.5.

Figura 3.5. Amplificación de las regiones promotoras putativas de los genes RAP2.4 y DREB
2 clonados en pGem T-easy.
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A partir de la clonación anterior se procedió a realizar las deleciones del promotor DREB2,

empleando para ello enzimas de restricción. En la figura 3.6 y 3.7 se presenta la imagen de

la confirmación con PCR de las deleciones del promotor DREB2 y RAP2.4a,

respectivamente.

Figura 3.6. Confirmación por PCR de las deleciones hechas para DREB 2 clonados en pGem T
easy., empleando los primers attB1-pGEM F y attB2-Dreb2a R.

Figura 3.7. Confirmación por PCR de las deleciones hechas para RAP2.4a clonados en pGem T-
easy, empleando los primers attB1-pGEM F y attB2-RAP2.4a R.
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3.4 DISCUSIÓN

Con base a la funcionalidad reportada de los genes DREB2A y RAP2.4A en Arabidopsis

thaliana y otras especies, como su participación en la regulación génica durante situaciones

de estrés por sequía y salinidad (DREB2A), y sequía (RAP2.4A) (Kim et al., 2011; Lin et al.,

2008), se planteó el aislamiento de los promotores de los genes ortólogos de Carica papaya.

Carica papaya es un cultivo de importancia económica que posee ciertas ventajas de

estudio debido a sus características morfológicas y fisiológicas, así como por el tamaño de

su genoma, el cual es pequeño y está completamente secuenciado, representando de esta

manera un buen modelo para el estudio de frutales. A pesar de que se han estudiado

funcionalmente algunos genes en papaya como licopeno beta-ciclasa implicado en la ruta

de carotenoides (Devitt et al., 2010), genes implicados en desarrollo y determinación del

sexo, como los MADS-box (Lee et al., 2014), genes asociados a maduración del fruto y

senescencia como el gen de la aminociclopropanocarboxilato oxidasa (ACC oxidasa) (Litz,

2005), muy poco se conoce acerca de los factores de transcripción y su participación en la

regulación transcripcional, sobre todo ante condiciones de estrés. Hasta ahora, se han

identificado los siguientes: WRKY (Pan y Jiang 2014), MADS-box (Fabi et al., 2012), CBF

(Zhu et al., 2013), C2H2 (Pan y Jiang 2014), NAC (Fu et al., 2016) y AP2/ERF (Arroyo-

Herrera et al., 2016; Figueroa-Yañez et al., 2016).

La relevancia de este estudio radica en que hasta ahora no se cuentan con datos

relacionados sobre la funcionalidad de los promotores de DREB2 y RAP2.4A y su

participación en la regulación transcripcional bajo condiciones de estrés abiótico, aunque

recientemente ya se han caracterizado estos genes mediante su sobrexpresión, llegando a

la conclusión de que ambos miembros AP2/ERF participan en la tolerancia a bajas y altas

temperaturas (Arroyo-Herrera et al., 2016; Figueroa-Yañez et al., 2016). Con el objetivo de

aislar los promotores, se consiguieron los fragmentos con tamaños de ~2.1 Kb y ~2.2 Kb

para DREB2 y RAP2.4A, respectivamente, con ello, la elección del tamaño se consideró en

función de que las secuencias reguladoras generalmente se localizan dentro de las primeras

1000 pares de bases río arriba a partir del TSS, sin embargo dichas secuencias también

pueden encontrarse cientos e inclusive miles de bases más arriba, y aunque hoy en día se

cuenta con plataformas para la predicción de promotores, sigue siendo un problema conocer

cuál es el tamaño exacto del promotor involucrado en la regulación in vivo, así como el

definir el tamaño ideal para caracterizar su funcionalidad (Song et al., 2000; Kristiansson et

al., 2009).
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En cuanto a la parte experimental, los productos de PCR obtenidos se visualizaron en una

única banda correspondiente al peso estimado para cada amplicón. La amplificación de los

promotores se hizo usando una enzima de alta fidelidad para evitar la acumulación de

mutaciones que pudiesen afectar la funcionalidad de las secuencias. Posteriormente, de

acuerdo al arreglo de las secuencias reguladoras presentes en los promotores se hicieron

un total de 7 versiones truncas con cortes puntuales, 4 para DREB2 (2114 pb, 992 pb, 499

pb  y 284 pb) y 3 para RAP2.4A (2236 pb, 1017 pb y 358 pb), es importante mencionar que

los principales elementos reguladores en cis que determinaron el lugar de corte fueron los

motivo ABRE (representado en barras negras) y WRKY (representados en barras doradas),

ya que fueron los más sobre-representados, de esta forma, la deleción de un promotor

implica una serie de construcciones que comprenden varias secciones de la región

promotora fusionada a un gen reportero, lo que permite la identificación específica de los

elementos en cis que participan en la regulación del gen bajo una circunstancia dada. Así

mismo las deleciones se hicieron con la intención de conocer cuál puede ser la secuencia

mínima para conferir actividad al promotor y determinar cuál o cuáles elementos son los que

definen su funcionalidad. Lo anterior tiene miras al incursionamiento del desarrollo de

cisgénicos mediante la elaboración de promotores sintéticos, ya que los beneficios que

ofrece esta tecnología permite aprovechar el uso de los promotores endógenos de especies

agrícolas con el objetivo de hacerlas más aptas ante condiciones de estrés.

Tales variantes de los promotores se clonaron primeramente en el sistema p GEM-T Easy

para facilitar el almacenamiento y reproducción del amplicón en futuras sub-clonaclones,

Las versiones de cada promotor fueron sub-clonadas luego en el vector de entrada p DONR

221 y finalmente en el vector de expresión PH7RWG2-35S. Cada una de las versiones que

fueron secuenciadas no presentaron mutaciones, el análisis se hizo mediante alineamiento

de las construcciones secuenciadas con la secuencia deposita en el portal de PHYTOZOME

(https://phytozome.jgi.doe.gov).
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3.5 CONCLUSIONES

Se aislaron a partir de DNA genómico los promotores de los genes DREB2 y RAP2.4A

íntegros y con el tamaño esperado de ~2.1 Kb y ~2.2 Kb, respectivamente.

Las regiones promotoras completas y sus versiones aisladas no presentaron mutaciones en

sus secuencias, las cuales son idénticas a la secuencia de referencia anotada en la base de

datos PHYTOZOME. Estas fueron clonadas en el vector de expresión PH7RWG2 -35S.
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CAPÍTULO IV

CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LOS PROMOTORES PUTATIVOS DE
DREB2 Y RAP2.4A.

4.1 INTRODUCCIÓN

La elección y uso del promotor adecuado es importante para garantizar su aceptación en el

mejoramiento vegetal. La regulación transcripcional de los genes es estricta, y está dada por

los elementos cis-regulatorios de sus promotores, por lo que su identificación ha permitido

discernir que estos se encuentran muy conservados entre muchas especies vegetales. El

estudio de las secuencias regulatorias in silico y la expresión de genes reporteros, permite

evaluar la posible funcionalidad de los promotores nativos, según sea la sensibilidad de

respuesta a las diferentes estímulos a los que la planta pueda estar expuesta. De esta

manera, más tarde resultado de su estudio, los promotores pueden ser utilizados

eficientemente en sistemas de expresión heterólogos, según sea el caso.

El estudio de promotores, resulta esencial para comprender la regulación de la expresión

génica en las plantas. El aislamiento de las secuencia promotoras  y el análisis de sus

elementos son críticos a la hora de emplearlos para probar transgenes, proteínas y otras

secuencias no codificantes. Aunque los promotores aislados pueden mantener su

funcionalidad nativa en plantas transgénicas, estos se deben estudiar cuidadosamente para

considerarlo como promotor candidato. De este modo, la función de un promotor

normalmente es determinado por la acción combinatoria de múltiples elementos reguladores

La introducción del ADN foráneo es afectado por su localización en el genoma así como por

el fondo genético del organismo hospedero (Wang et al., 2013).

Los promotores empleados en Biotecnología, según sus características pueden clasificarse

en cuatro grupos:

Promotores constitutivos

Estos promotores se expresan a niveles contantes en todos los tejidos y en todo momento.

No obstante hay pocos promotores que realmente se expresan de manera constitutiva. De

manera más estricta los promotores de este tipo dirigen la expresión en muchos tipos de

tejido y bajo diferentes tipos de condiciones. Son comúnmente usados para evaluar
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transgenes y generalmente provienen de virus y de genes housekeeping de plantas. Uno de

los más ampliamente utilizados es el CAMV35S del virus del mosaico de la coliflor (Comei et

al., 1990; Ni et al., 1995; Potenza et al., 2004). El uso de promotores constitutivos puede ser

necesario cuando se requiere que la expresión del transgen se dé durante todo el ciclo de

vida de la planta. A pesar de ello, la alta tasa de sobreexpresión de ciertas proteínas puede

alterar el fenotipo del individuo, causando ya sea afectando su desarrollo y crecimiento,

generando una morfología anormal, alteración del metabolismo, entre otros (Dey et al.,

2015)

Promotores espacio temporales

Este tipo de promotores provee de un control más preciso, pues restringe la expresión de

los genes y transgenes a ciertas células, tejidos, órganos o etapa de desarrollo. Una gama

de promotores espacio temporales se encuentra disponibles. Ejemplo de ello, son los

específicos de semillas, ya que en ellas puede promoverse la expresión de componentes

farmacéuticos o generarse el desarrollo de semillas con mejor calidad nutrimental. Otro

ejemplo es el potencial uso de promotores de frutos, ya que con ello puede incrementarse la

calidad poscosecha de los frutos e incluso producir anticuerpos o vacunas. Promotores que

caen en este grupo son de los genes expansina y la poligalacturonasa en fruto, la

esporamina y la β-amilasa en tuber (Finer y Hernández, 2013).

Promotores inducibles

Son aquellos que responden a los estímulos ambientales proporcionando una precisa

regulación de la expresión génica mediante el control externo. Esta clase de promotores

tienen un amplio espectro de aplicaciones, sobre todo en la agricultura, ya sea en la

activación de genes que responden a estrés biótico o abiótico. A su vez, este grupo puede

dividirse en tres grupos según los factores que dirigen la inducción, estos son: endógeno

regulados (hormonas vegetales),  físico regulados (factores externos como luz, calor,

patógenos  o daño mecánico) y químico regulados (que responden a cualquier componente

químico externo no vegetal) (Roa-Rodríguez, 2007).

Las aplicaciones de este tipo de sistema van desde el incremento en la producción de

proteínas recombinantes, análisis funcional de genes letales y la producción de marcadores

para la obtención de plantas libres de transgenes. Ejemplo de este grupo son el promotor de
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los genes de arroz OsNCED3 y Wsi18, implicado en la síntesis y señalización de ABA,

después de los tratamientos con ABA, sequía y salinidad en arroz (Yi et al., 2011). El uso de

promotores inducibles proporcionan un mejor control en la sobre-expresión del gen en

cuestión, así como la reducción de fenotipos negativos (Moore et al., 2006)

Promotores sintéticos

Los promotores sintéticos están compuestos de una única combinación de secuencias

puntuales, el cual puede contener específicos elementos reguladores. Estos difieren

notablemente del promotor nativo. La construcción de un promotor sintético puede incluir

enhancers, activadores o respresores rio arriba de la secuencia central del promotor.

Ejemplo de este el promotor del gen DR5 auxina, el cual es un eficiente promotor que

contiene repeticiones en tandem  del elemento TGTCTC y ha sido usado para estudiar los

mecanismos de respuesta a auxinas.

Por otra parte, la caracterización de funcionalidad de los promotores en cuestión se realiza

mediante ensayos que pueden ser de tipo transitorios o permanentes (obtención de plantas

transgénicas) que requieren del uso de proteínas reporteras, de las cuales las más

ampliamente usadas son la β-glucuronidase (GUS) y la verde fluorescente (GFP), sin

embargo hoy en día, también se usan variantes de la GFP, mejorada como la EGFP u otras

versiones como la proteína roja fluorescente (RFP), la azul (BFP), la amarilla (YFP), entre

otras (Tsien et al., 2005).

Para tal caso, el empleo de la ingeniería genética ha resultado útil para introducir rasgos

deseables a los cultivos. El éxito en las tecnologías en la transferencia de genes para el

mejoramiento vegetal demanda el uso de promotores apropiados (Lu et al., 2007; Naqvi et

al., 2015).
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4.2 MATERIALES Y MÉTODOS

En la Figura 1 se describe la estrategia que se empleará para analizar la funcionalidad de

los promotores analizados y sus respectivas deleciones.

4.2.2 EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA ROJA FLUORESCENTE

4.2.2.1 ACONDICIONAMIENTO HIDROPÓNICO DE Lactuca sativa

Plantas de Lactuca sativa fueron puestas en condiciones de hidroponia. Se usó una solución

nutritiva (Maxigrow 1.25 g/L)  empleando agua purificada y se mantuvo en oxigenación

continua mediante una bomba de aire.

4.2.2.2 PREPARACIÓN DE CULTIVOS DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS CEPA
EH105

Se analizó la expresión transitoria de la RFP bajo la deleción de ~ 2100 pb

correspondiente al promotor de DREB2a y el promotor completo de ~ 2200 pb de RAP2.4a

en hojas de Lactuca sativa. Para ello, células de A. tumefaciens cepa EHA105 se

transformaron con las diferentes versiones generadas para ambas construcciones.

Posteriormente las hojas de Lactuca sativa se transformaron mediante agroinfiltración. El

procedimiento para llevar a cabo la agroinfiltración consistió en picar una colonia de

Agrobacterium tumefaciens e inocularla en 4 mL de medio LB líquido suplementado con

tetraciclina 15 mg/mL, espectinomicina 100 mg/mL, rifampicina, 100 mg/mL y acetosiringona

100 mM. Se dejó incubar en oscuridad durante 2.5 días a 27°C ± 2 °C y en agitación a 180

rpm. Pasado el tiempo, se inició un nuevo cultivo con 50 mL de medio en matraces con

capacidad de 250 mL, usando las mismas condiciones anteriormente mencionadas, esto por

un laspo de 18 horas aproximadamente. Luego, se volvió a iniciar otro cultivo con 48 mL de

medio LB fresco y adicionado con los respectivos requermientos. Se empleó como

preinóculo un volumen de 2 mL del cultivo anterior para tener un volumen final de 50 mL,

este último cultivo se dejó también bajo las mismas condiciones descritas arriba.

Se crecieron los cultivos, se midió la densidad óptica a 600 nm y se consideró usar los

cultivos en un rango de 0.7 a 1.0 de absorbancia. Una vez conocido este dato se estableció

ajustar los cultivos a una densidad óptica final de 0.25 para ser usados en la infiltración. El

cultivo fue centrifugado a 4 000 x g durante 10 min, se dejó durante 1 hora empastillado y se

volvió a centrifugar nuevamente de la misma manera. Se descartó el sobrenadante y se
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resuspendió con un volumen de 50 mL de buffer MES 1 M; pH 5.6, MgCl2 1 mM y

acetosiringona 100 mM (MMA), para obtener una concentración final de 10 mM de MES, 10

mM de MgCl2 y 100 µM de acetosiringona. La resuspensión se hizo por inversión. Las

suspensiones se dejaron incubando a temperatura ambiente por 2 horas en oscuridad.

4.2.2.3 INFILTRACIÓN DE HOJAS DE Lactuca sativa

Transcurrido el tiempo, se procedió a infiltrar hojas jóvenes y maduras de Lactuca sativa

usando jeringas de 1 mL de capacidad. Para ello, se presionó ligeramente sobre el punto a

infiltrar en la cara abaxial de la hoja y se infiltró a lo largo de la hoja de tal manera que los

cultivos infiltraran completamente la hoja. Para estas pruebas se empleó un Mock

(simulador), que consistió en infiltrar únicamente con la solución de resuspensión MMA.

Las plantas se acondicionaron nuevamente en hidroponia con nueva solución nutritiva y se

dejaron en oscuridad a una temperatura de 25 °C ± 2 °C, durante 3 días.

4.2.2.4 TRATAMIENTOS EMPLEADOS PARA EVALUAR LA EXPRESIÓN TRANSITORIA
DE DREB Y RAP

Posterior a este tiempo, se hicieron círculos de 2 cm de diámetro con sacabocados y se

dispusieron en tratamientos de estrés por salinidad y déficit hídrico, usando NaCl 150 mM y

PEG 8000 al 10%, respectivamente. Así mismo para cada construcción agroinfiltrada se usó

su respectivo control, que consistió en disponer los círculos en agua destilada. La manera

en que se realizó este ensayo fue como sigue; primeramente, los círculos se colocaron en

medio de dos capas de papel filtro (en forma de “sándwich”) y estos se sumergieron en las

soluciones NaCl, PEG o agua destilada, según el caso, hasta quedar completamente

empapados; luego de manera individual se envolvieron con film autoadherible con el fin de

evitar la pérdida de agua. Finalmente, se dejaron incubando por 24 horas a temperatura

ambiente y oscuridad.

Después, los círculos de hoja fueron a vistos al microscopio de fluorescencia Axio Scope A1

de Carl Zeiss para detectar la fluorescencia de la proteína roja fluorescente. Las muestras

fueron excitadas a 530 nm y las imágenes fueron capturadas con la cámara digital Axiocam

MRc5 acoplada al equipo y visualizadas con el software ZEN 2.
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4.3 RESULTADOS

Para comparar la regulación de la actividad de promCpDREB2 y promCpRAP2.4A, se

implementaron ensayos de expresión transitoria por agroinfiltración en Lactuca sativa. Este

método fue seleccionado para evitar los largos periodos de espera de regeneración que

implican las transformantes estables. Ambos, promCpDREB2 y promCpRAP2.4A se

fusionaron con el gen reportero RFP en el vector pH7RWG2-35S (el promotor del 35S fue

eliminado) y a través de agroinfiltraciones con Agrobacterium fueron infectadas hojas de

lechuga.

Ambos, promCpDREB2 y promCpRAP2.4A mostraron tener actividad inducible ante

condiciones simuladas de estrés por salinidad y sequía, al activar la expresión de la proteína

roja fluorescente (figura 4.1). Se alude que el tipo de elementos reguladores encontrados en

sus promotores, hacen posible la expresión de la proteína reportera.

Para este experimento las hojas más jóvenes localizadas en la porción media de la planta

fueron las que permitieron una uniforme y mejor infiltración. Cabe mencionar que las

concentraciones de los agentes estresantes para estos ensayos fueron idóneos para

generar una respuesta de estrés, que se corroboró con la funcionalidad positiva de los

promotores, en tanto que no se observó expresión de la RFP para los controles negativos ni

mocks (simuladores) usados.
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Figura 4.1. Expresión de la proteína roja fluorescente en hojas de Lactuca sativa por inducción de los promotores putativos de DREB2 y RAP2.4A,
bajo condiciones simuladas de estrés por sequía y salinidad.
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4.4 DISCUSIÓN

Los ensayos de expresión transitoria son una herramienta rápida y conveniente para

investigación básica en plantas. Esta estrategia provee la manera de analizar eficiente y en

poco tiempo la funcionalidad de genes y promotores (Hellens et al., 2005; Lee y Yang,

2006). Además este tipo de pruebas han demostrado ser útiles para evaluar la actividad de

las construcciones antes de llevar a cabo una transformación estable. En esta etapa del

trabajo se realizaron los ensayos de expresión transitoria de las versiones completas de

DREB2 Y RAP2.4A fusionados a RFP para probar el carácter inducible de tales promotores

bajos condiciones de estrés.

Mediante microscopía de fluorescencia se detectó la expresión de la proteína roja

fluorescente para ambas construcciones, en respuesta a sequía y salinidad 24 horas pos-

tratamiento, en comparación al mock usado y a los controles correspondientes. Este

resultado sugiere que ambos promotores contienen elementos cis reguladores que están

respondiendo ante este tipo de estímulos y que son responsables de conducir la expresión

de la RFP, en este contexto, la intensidad de la expresión del reportero depende de la

secuencia promotora per se y de los elementos reguladores que le acompañan, de tal

manera que los factores de transcripción en la célula se unen al promotor e influencian

directamente sobre la expresión del gen reportero (Titarelli et al., 2009). Para interpretar

este hecho, se sugiere la posibilidad de que los motivos ABRE son las secuencias

reguladoras clave involucradas en respuesta al estrés por deshidratación en DREB2 y

RAP2.4, al menos para el promotor de DREB2A de Arabidopsis, Kim y colaboradores en

2011, constatan que los elementos ABRE (PyACGTG/TC) son importantes para la actividad

del promotor en respuesta al estrés por deshidratación y salinidad, conforme a esto, aunque

inicialmente la secuencia ABRE fue identificada como un elemento implicado en la

señalización por ácido abscísico, ese mismo grupo de trabajo insinúa que ABRE puede

recibir señales por ácido abscísico. Además mediante ensayos de inmunoprecipitación de la

cromatina, ellos comprueban que el promotor de DREB2A es blanco de al menos 3

miembros de la familia AREB/ABF: AREB1, AREB2 y ABF3. Por otra parte, al ser ABRE

considerado como un elemento G-box, se alude que este mismo podría ser blanco de otras

familias de factores de transcripción como los bZIP, bHLH, así como de las familia MYB o

WRKY, si bien se sabe pueden mediar la expresión de DREB2A, se desconoce cómo es el

mecanismo por el que actúan (Sibérel et al., 2001; Banerjee y Roychoudhury, 2015).



85

Es importante mencionar que la deshidratación es uno de los principales tipos de estrés que

sufren las plantas, ocasionada por salinidad y sequía, que causan a su vez un desbalance

osmótico caracterizado por la pérdida de agua y disminución de la turgencia en el tejido

vegetal, así como la acumulación momentánea de Ca2+ en citoplasma, el cual también

representa una especie de sensor para la señalización del estrés. A nivel molecular, se tiene

documentado que el estrés por deshidratación dispara la biosíntesis de ABA, el cual es una

respuesta imprescindible ante esta condición, por lo que se sugiere que las secuencias

ABRE (ACGT) en el promotor de DREB2 (con una frecuencia de 3) y en el promotor de

RAP2.4A (con una frecuencia de 4) de papaya pueden ser reguladas por señales de ABA, lo

que plantea su regulación en ambas vías, de manera ABA dependiente e independiente. Lo

anterior al menos para DREB2A, puede soportarse con el dato que la aplicación exógena de

ABA puede inducir una leve pero significativa expresión, pero no así para RAP2.4 (Liu et al.,

1998; Lin K et al., 2008), así también, otros estudios han identificado la participación de

otros miembros de la familia AP2/ERF en ambas rutas de señalización (Yamaguchi-

Shinozaki y Shinozaki, 1994). Este supuesto también puede considerarse y replantearse

para CpRAP2.4Ap, ya que el gen también tiene una regulación positiva bajo condiciones de

estrés salino y por sequía (Lin et al., 2008; Figueroa-Yañez et al., 2016).

Otro elemento cis que ha sido reportado para la regulación del promotor de DREB2A es el

motivo DRE/CRT, DRE (A/GCCGAC) ó (TACCGACAT) y CRT (TGGCCGAC), el cual se

sabe que participa en la regulación ABA independiente (Saléh y Pagés, 2003). No obstante,

en los promotores de estudio sólo se identificaron de manera manual dos secuencias con la

descripción GATGACAT y GCTGACAT en promCpDREB2 y dos con la secuencia

CACGACAT y CCCGACAT en promCpRAP2.4Ap, si bien estas secuencias podrían ser

suficientes para su reconocimiento, podrían así, considerarse elementos relacionados a

DRE, ya que según reportes, DREB2A (inducido por sequía) así como DREB1A de

arabidopsis (inducido en respuesta a frío) se unen exclusivamente a la secuencia DRE,

activando la transcripción de forma DRE-dependiente (Nakashima et al., 2000). También se

identificó el motivo DRE2 (ACCGAC) (uno en el promotor DREB2 y dos en RAP2.4A), el

cual es muy parecido al motivo CRT, no obstante, el elemento CRT fue identificado

originalmente en los promotores de los genes rd29A y cor15A de arabidopsis, como

implicado en respuesta a frío, salinidad y sequía pero no a ABA (Baker et al., 1994). En el

caso de maíz, se identificaron dos elementos DRE en el promotor del gen rab17, de los

cuales denominaron a uno como DRE2. DRE2 participa en condiciones de estrés por sequía

y es inducido por ABA, lo que refiere un rol diferente comparado con arabidopsis (Kizis y
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Pagés, 2002). Si bien, los core de los motivos DRE de CpDREB2Ap y CpRAP2.4Ap varían

en las bases flanqueantes, cabe la posibilidad que este elemento también sea regulado por

ambas vías, ABA dependiente e independiente manera, y de no ser así, sería interesante

evaluar los promotores de otros genes que contengan este tipo de secuencias, con o sin

variabilidad entre ellas, para determinar cómo ocurre su regulación.

Por ejemplo, Shen y colaboradores en 2004, concluyen que al menos para las ACGT-boxes,

que se han demostrado su papel en respuesta a ABA, sigue siendo un rompecabezas el

averiguar cómo es que las secuencias similares pueden tener un control específico en

función de una señal fisiológica o una condición ambiental determinada. Para explicar lo

anterior, este mismo autor propone dos modelos, el primero, en el cual las bases

flanqueantes de la secuencia core son los que disponen de la respuesta a una señal y por

ende de la especificidad del promotor. Para el caso de las ACTG-boxes, hicieron ensayos

EMSA con extractos nucleares y elementos ACGT con bases flanqueantes heterogéneas y

observaron que hay cambios en los patrones de unión, lo que sugiere que efectivamente la

variabilidad de las bases flanqueantes pueden dirigir la especificidad del promotor con sus

interactores. En el segundo, propone la existencia de elementos acopladores (secuencias

cortas adyacentes al core) que pueden jugar un rol importante en la especificidad del

promotor ante una condición en particular. Ejemplo de ello son los acopladores CE1

(encontrado a 44 pb del core ABRE en el promotor de HV22) y CE3 (del promotor de HVA1),

ambos en cebada (Hobo et al., 1999; Shen et al., 2004). Siguiendo este contexto, se

identificaron un total de 9 ACTG-boxes en CpDREB2p y 7 ACTG-boxes en CpRAP2.4Ap.

Estudios en varios promotores demuestran que todas la mayoría de las proteínas de unión a

la caja ACTG pertenecen a la familia bZIP (Jakoby et al., 2002), por tanto, se especula que

los factores de transcripción pertenecientes a este grupo pueden estar regulando

significativamente la actividad del promCpDREB2 y del promCpRAP2.4A.

Otra clase de elementos reguladores que se encontraron en alta frecuencia en

promCpDREB2 y promCpRAP2.4A fueron los motivos W-box con el core (TGAC/GTCA).

Trabajos reportan la afinidad de unión de las proteínas WRKY a las W-box, así que los

genes que contienen este tipo de elementos son probables blancos de los factores WRKY,

incluyendo los genes WRKY mismos (Eulgem et al., 2000; Sandermann, 2013). Los

miembros pertenecientes a este grupo exclusivo de plantas participan en respuesta

variedad de estreses abióticos y bióticos, como estrés oxidativo, radiación, sequía, calor,

salinidad, luz, frío, así como durante la invasión por patógenos (Banerjee y Roychoudhury,
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2015). La incidencia de este tipo de elementos indica el posible rol que los factores WRKY

ejercen sobre promCpDREB2 y promCpRAP2.4A en la célula, bajo los tratamientos usados.

Además, en el promotor de RAP2.4A de Carica papaya se localizó un elemento de

respuesta a ABA, conocido como B-box (CAAACACC) y un elemento de respuesta a

osmolaridad, denominado PRE (ACTCAT) (Ezcurra et al., 1999; Satoh et al., 2002). Se ha

demostrado que B-box actúa como mediador de la respuesta a ABA en semillas, y que este

elemento interactúa con varias proteínas, incluidas las bZIPs y quizás con factores de la

familia MYB (Ganesh et al., 2012). Se tiene documentado que la prolina (osmolito que

protege a las membranas y a los componentes subcelulares de daño oxidativo) induce la

expresión de genes que tienen elementos de respuesta a prolina (PRE, ACTCAT) en sus

promotores, esto en respuesta a estrés salino (Satoh et al., 2002; Reyes et al., 2008; Yaish,

2015).

También se reconocieron elementos tipo MYC y MYB, aunque en menor frecuencia. El

elemento MYC está formado por el core (CACGTG), que también es denominado G-box, el

cual puede tener variantes como (CACATG), y está implicado en , mientras que el elemento

MYB representado con las siguientes secuencias (CGGTCA/TAACTG/CAACTG/GTTAGTT)

(o bien llamadas MBS-boxes, son reconocidas por proteínas que llevan el mismo nombre:

MYB), parece ser más versátil, sin embargo, tal o cual afinidad tenga la proteína hacia una

determinada secuencia depende de la condición bajo la que se encuentre el promotor. No

obstante, en arroz las MBS boxes fueron encontradas en los promotores de cinco genes y

se observó que la inducibilidad por sequía de dichos genes está asociada con los sitios de

unión a MYB (Pandey et al., 2015).

Otra clase de motivos hallados fueron los GCC-like boxes (AGCCGCC) y CGCG-boxes

(A/C/G/CGCG/C/G/T), se sabe que los motivos GCC son activos en una serie de

promotores que dirigen la expresión de genes implicados en la respuesta a patógenos

mediada por jasmonato, en la señalización por luz y a sequía. El motivo CGCG, está

asociado con la señalización por calcio durante el estrés por deshidratación, como también

por la señalización de ABA, etileno, SA e inclusive en la señalización por gravedad (Datta y

Muthukrishnan, 1999; Hirt y Shinozaki, 2004; Cho y Choi et al., 2009; Merillón y Ramawat,

2011). Aunque las secuencias suelen ser muy parecidas, la sustitución de bases

flanqueantes es la que determina qué clase de trans factor ha de unírsele, que está en

función a su vez del tipo de estrés que se trate.
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Tanto en promCpDREB2 como en promCpRAP2.4A se descubrieron una variedad de

elementos que no se encuentran caracterizados, encontrándose de 1 a 3 motivos de cada

tipo a lo largo de las regiones promotoras. Es posible que alguno de estos motivos

desconocidos tenga algún rol puntual sobre la funcionalidad del promotor bajo algún tipo de

estrés. Podría asociarse la idea de que exista la posibilidad de que alguno de ellos participe

en las condiciones de salinidad y sequía dadas para los ensayos hechos en este trabajo, lo

anterior con el patrón observado: la gran mayoría de elementos ya caracterizados están

implicados en respuesta a salinidad y sequía. Resulta interesante continuar con los análisis

experimentales para conocer de qué manera esos elementos desconocidos podrían regular

la actividad del promotor, así como averiguar qué tipo de trans proteínas pueden interactuar

con ellas.

En los últimos años, muchos genes estrés-inducibles de un gran número de especies

vegetales se han clonado y caracterizado. Los genes de la familia AP2/ERF han sido uno de

ellos, debido a su versatilidad en cuanto a su participación en condiciones de estrés. La

sobre-expresión de estos genes se ha probado en modelos como tabaco, arroz, y trigo,

mejorando la respuesta ante el estrés. Sin embargo muchas de las secuencias reguladoras

en cis de los promotores estrés-específicos son reconocidos por los factores de

transcripción apropiados para esa condición, por lo que expresar un gen de manera

constitutiva generalmente conlleva a la obtención de organismos anormales. En términos de

ejemplificación, la sobre-expresión de DREB1A dirigida por el promotor constitutivo del 35S

genera fenotipos con anomalías morfológicas en condiciones normales, a diferencia, cuando

DREB1A es sobre-expresado con el promotor inducible del  gen rd29A, se observa un

fenotipo vigoroso y bastante tolerante a las condiciones de estrés (Hong et al., 2006). Otro

ejemplo es el correspondiente a la sobrexpresión de trehalosa en arroz, el cual es regulado

por un promotor inducible por ácido abscísico, la  regulación mediada por este promotor

confiere a la planta  tolerancia a salinidad, sequía y frío, y menor daño oxidante (Gerg et al.,

2002).
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4.5 CONCLUSIONES

Para el análisis in vivo de promCpDREB2 y promCpRAP2.4A, se adaptó una serie de

ensayos que permitieron el análisis eficiente de la expresión transitoria de la proteína roja

fluorescente mediada por Agrobacterium en hojas de Lactuca sativa.

De acuerdo a los resultados mostrados, se sugiere que el promotor de DREB2 y el promotor

de RAP2.4A son promotores inducibles en respuesta al estrés por salinidad (simulada con

NACl) y por sequía (simulada con PEG 8000).

Los elementos regulatorios en cis que pueden influir significativamente en la regulación de

tales promotores son principalmente los motivos ABRE, DRE y ACTG-boxes, los cuales se

encontraron en alta frecuencia en ambos promotores. Por otra parte, los motivos W-box,

MYC, MYB y CGCG-boxes encontrados, son sitios de unión a proteínas que participan

activamente bajo situaciones de estrés por deshidratación y otras, proteínas que pueden

actuar de manera dependiente e independiente a ABA y regular a DREB2 y RAP2.4A.
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CAPÍTULO V

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

Se logró el aislamiento de cuatro versiones del promotor del gen DREB2 y de tres versiones

del promotor del gen RAP2.4A. Se evaluó la funcionalidad de las versiones completas de

cada promotor mediante la transformación transitoria de hojas de Lactuca sativa y se

determinó su carácter inducible bajo condiciones simuladas de salinidad y sequía a través

de la expresión de la proteína roja fluorescente.

El empleo de herramientas bioinformáticas y bases de datos como MEME suite, TOMTOM,

PLACE y PLANT CARE, permiten dar una idea de la composición y de la funcionalidad de

los elementos regulatorios de los promotores. Para ambos promotores los motivos más

sobre-representados fueron los elementos ABRE, G-BOX, CGCG-box, MYB, MYC, en

menor medida pero no menos importantes, los DRE, Elementos de respuesta a ABA, a

osmolaridad, GT-1, por mencionar algunos. Dado que en su mayoría, los elementos

reguladores en cis de estos promotores están relacionados con la respuesta al estrés, se

plantea que tanto CpDREB2 y CpRAP2.4A participan en una red de regulación bastante

amplia y compleja, en la que además de su autorregulación, su transcripción también es

controlada por factores de transcripción de las familias bZIP, NAC, MYB, WRKY, CAMTA e

inclusive AP2/ERF. Dado que los dominios de unión a DNA reconocen estos elementos que

generalmente son degeneradas, es claro que los factores de transcripción no únicamente se

unen a las secuencias consenso, sino que al igual pueden unirse a las secuencias que

varían en una, dos o más bases de esas secuencias.

Finalmente, el análisis funcional de los factores de transcripción permite generar mayor

información sobre las redes regulatorias involucradas en respuestas al estrés abiótico y la

coincidencia entre diferentes rutas de señalización durante el estrés. Por esta razón se

puede considerar a los factores de transcripción como elementos claves e indispensables

para el entendimiento de las bases moleculares que modulan las respuestas bioquímicas y

fisiológicas de las plantas, así como de los mecanismos de resistencia/tolerancia, bajo una

condición estresante. De esta manera, los factores de transcripción AP2/ERF, que son

exclusivos de las plantas, tienen el potencial de ser estudiados con miras a ser

aprovechados en el mejoramiento genético de los cultivos, no sólo sus genes, sobre todo de
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sus promotores, ya que en el caso de los genes inducibles, que mejor que los promotores

con los elementos adecuados para ser reconocidos por los factores de transcripción

apropiados.

5.2 PERSPECTIVAS

Caracterizar las versiones truncas de cada promotor para atribuir y/o descartar la

funcionalidad de los motivos encontrados bajo condiciones de salinidad y sequía, así como

encontrar el promotor mínimo. Inclusive considerar la caracterización de los promotores ante

situaciones de estrés distintas como temperaturas extremas, hipoxia o ante patógenos, así

como de las fitohormonas señalizadoras por patógenos como ácido jasmónico y ácido

salicílico, puesto que los motivos descubiertos indican que la actividad transcripcional de

DREB2 y RAP2.4A de Carica papaya podría ser inducida también por este tipo de estreses.

Por otra parte, considerar la evaluación de los motivos conservados e identificados con sus

respectivas variantes, ya que según reportes, las bases flanqueantes de los consensos de

los elementos regulatorios están estrechamente relacionadas con la especificidad de

reconocimiento por parte de los factores de transcripción. Así también, profundizar en el

análisis de los motivos putativos no caracterizados, debido a que pueden tener una función

relevante durante condiciones de estrés o procesos biológicos determinados.

El propósito de este proyecto es dar lugar al uso de promCpDREB2 y promCpRAP2.4A

como promotores inducibles, ya que este tipo de promotores permitirían dirigir la expresión

de un determinado gen ante estímulos específicos. Aún más resultaría atractivo usar estos

promotores para el mejoramiento genético de Carica papaya, y así generar cultivos

completamente cisgénicos.
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