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RESUMEN

Las plantas cuando perciben una condicion de estrés, reprograman Sus procesos
celulares mediante el desencadenamiento de una red de eventos de sefalizacion que
conduce a cambios en la expresion génica, proceso en el que los factores de transcripcion
son piezas claves, de manera que actlan sobre la regulacion transcripcional mediante la
unién a secuencias cortas de nucleétidos (elementos en cis) que se encuentran en los
promotores de los genes que estan bajo su control. La superfamilia AP2/ERF es una de
las mas importantes en plantas y se sabe que muchos de los factores de transcripcion
pertenecientes a esta familia participan activamente en respuesta a estreses de tipo
abidtico y bidtico, por lo que varios autores sefialan que sus miembros resultan de interés
para su estudio. En este trabajo, se pretende ahondar sobre la regulacion transcripcional
mediante el analisis 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 sequia, 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 andlisis in silico,
en el que se identificaron una variedad de motivos como los ABRE, ACGT-box, CGCG-
box, DRE, MYB y W-box. Asi también se realizd la clonacion 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 agroinfiltracion de las versiones completas, usando como modelo a Lactuca

sativa, la expresion 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
sativaas model, and the induction by abiotic stress was confirmed.
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INTRODUCCION

Las plantas estan constantemente expuestas a estreses abidticos tales como sequia,
salinidad, deficiencia nutrimental, oxidacion, 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 agricola. Por ello, las plantas poseen diferentes mecanismos para
responder a tales desafios. 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 categorias: los que
regulan la expresion de genes y la transduccion de sefiales y los que directamente protegen
contra el estrés (Hasegawa et al., 2000). Siguiendo esta clasificacion, en el primer grupo
se incluyen los productos de genes: los que codifican para factores de transcripcién, tales
como los factores de respuesta a deshidratacion (DREB) y los factores de unién a C
repetidas (CBF) (Wang et al., 2003), mientras que en el segundo, se encuentran los genes
implicados en la biosintesis de azlcares solubles y otros solutos compatibles (Abe et al.,
1997; Garg et al., 2002). Los factores de transcripcion son proteinas que se unen a regiones
regulatorias de DNA, los cuales juegan un rol crucial en la regulacion de la expresion génica
y en general, su nimero aumenta a medida que incrementa el nimero de genes en el
genoma de un organismo (Levine y Tjian, 2003). A su vez, éstos pueden ser activadores de
la transcripcién, pero también pueden actuar inhibiendo la transcripcion especifica de genes
(Latchman, 1997). Los TF se unen a secuencias de DNA conocidas como sitios de union
a factores de la transcripcion, 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 posicion en la que se unen al motivo de DNA en el promotor y en su relaciéon con la
activacion de la transcripcién de dicho gen. El dominio del TF que se une al DNA se
denomina dominio de union 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 transactivacion (TAD), los cuales contienen sitios de unién para otras
proteinas denominados co-reguladores de la transcripcion (Warnmark et al., 2003).
Adicionalmente, los TFs algunas veces poseen un dominio sensor de sefiales (SSD), el

cual se encarga de detectar sefiales externas y en respuesta, transmite estas sefiales al
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resto del complejo transcripcional, resultando en una regulacién positiva 0 negativa de la

expresion 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 transcripcion (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 vias de sefializacion y regulacion de la aclimatacion al estrés, por
lo gue 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

ingenieria genética (Golldack et al., 2011).




CAPITULO |

ANTECEDENTES

1. DINAMICA DE LA EXPRESION GENICA

La regulacion de la expresiéon que se da en diferentes tipos de tejidos y érganos, en
diferentes etapas de crecimiento y desarrollo de un individuo, y que es afectada por los
estimulos ambientales esta regulada a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-
traduccional. Sin embargo, la estrategia de regulacion mas determinante es la asociada a la

tasa de transcripcion del gen (Allison, 2011).

La regulacion transcripcional tiene un importante rol en la activaciéon y supresion de la
expresion génica, y esta controlada en gran parte por los promotores de los genes blanco,
asi como de la relacién de estos con los factores de transcripcion y de sus interacciones con

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

1.1 TRANSCRIPCION EN EUCARIOTAS

La transcripcion comienza con el reclutamiento de la RNA polimerasa Il en los promotores
de los genes blanco, con la modificacion de los nucleosomas y el remodelamiento de la
cromatina. La maquinaria transcripcional basal requiere de la participacion de varios
componentes como lo son los factores de transcripcion generales o basales (TFIIA, TFIIB,
TFIID, TFIE, 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 transcripcion TFIID, el cual permite la unién al factor TFIIB.
El resto de los factores generales de transcripcién, asi como la RNA polimerasa se

ensamblan al promotor.

Los factores y el proceso de iniciacion de la transcripcion se describen a continuacién segun

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) Union de TFIIE y TFIIH para completar el complejo de pre-iniciacion.

5) Formacion de un complejo de iniciacidn abierto, por la separacion de cadenas del DNA.
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f) Sintesis del primer enlace fosfodiéster en el transcrito naciente del RNA mensajero.

g) Liberacién de los contactos de la RNA polimerasa Il y aclaramiento del promotor.

h) Alargamiento del transcrito de R. De manera que TFIIA puede unirse al complejo en
cualquier etapa después de la union de TFIID,

estabilizando el complejo de iniciacion.

También se requiere de otros factores que activen o desactiven este proceso. En
eucariontes, el aparato molecular que controla la transcripcién esta integrado por cuatro
componentes. Los factores de transcripcion generales son esenciales para la transcripcion,
pero no pueden por si mismos incrementar o disminuir la tasa de transcripcion. 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 proteinas co-activadoras que estan asociadas en un complejo a las proteinas que se

unen a la caja TATA.
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Figura 1.1. Esquema que muestra la maquinaria transcripcional basal. EI complejo proteinico
formado por los factores generales de transcripcién interacciona con la regidon promotora. Sin
embargo, durante este proceso no hay cambios en la dinamica de la transcripcién, es decir,

esta no aumenta ni disminuye. Tomado de Tiessen et al., 2009.




1.1.1 FACTORES DE TRANSCRIPCION

A diferencia a los factores de transcripcion generales, los factores de transcripcion
regulatorios o especificos se unen de manera proximal y distal, actuando como factores
constitutivos o inducibles. Estas proteinas afectan la iniciacién de la transcripcion al entrar
en contacto con componentes del aparato basal de la transcripcién. Los factores de
transcripcién regulatorios ejercen funciones especificas hacia genes o tejidos y modulan la
tasa transcripcional de sus genes blanco en respuesta a diferentes estimulos (Tiessen et al.,
2009).

Los factores de transcripcion son proteinas que se unen al DNA para controlar los genes.
Los factores de transcripcion tienen funciones fundamentales en casi todos los procesos
biol6gicos como desarrollo y crecimiento, asi también en las respuestas a factores
ambientales. Estas proteinas estimulan o reprimen la tasa transcripcional de sus genes
blanco al unirse a regiones promotoras especificas elementos cis, lo que desencadena en la

activacion o desactivacion de cascadas de sefializacion de genes.

Los sitios de union a factores de transcripcion (elementos cis-reguladores o motivos) son
secuencias de DNA que influyen de manera temporal y espacial en la actividad
transcripcional. Mdltiples elementos en cis forman modulos de regulacién cis (CRMs), los
cuales integran las sefiales de mdltiplos factores de transcripcion, resultando en un control
combinacional con patrones especificos de regulacion. Es por ello que la identificacion y
entendimiento de las funciones de los elementos en cis en conjunto con los CRMs es
importante para la elucidacién 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 EXPRESION GENICA

La expresion génica que ocurre tanto en procariotas como en eucariotas esta regulada
cuantitativamente por secuencias rio arriba de DNA, tales secuencias son comunmente
conocidas como promotores, no obstante los promotores eucariotas resultan ser mas
complejos, mas grandes y variables (Mckee, 2009). El inicio de la transcripcion esti
mediada por proteinas que reconocen secuencias especificas 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 expresiéon de genes mediante el
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reconocimiento de secuencias concretas, las cuales interactian con los complejos de inicio
de la transcripcibn y los factores de transcripcibn generales. La secuencia de
reconocimiento incluye el promotor minimo, basal o “core”, la regién proximal y la region
distal, en la que ésta ultima comprende secuencias potenciadoras o “enhancers” y
secuencias silenciadoras o “silencers”. De tal modo, la transcripcion puede ser activada por
enhancers independientemente de su localizacion, distancia u orientacién respecto al

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

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

microorganismos (Liu et al., 2013).

1.1.3. ORGANIZACION DEL PROMOTOR

Los promotores se localizan siempre en la region 5’ no codificante previa al sitio del inicio de
la transcripcion (TSS). Cabe mencionar que la estructura de estos promotores suele ser
dispar, y pueden definirse tres elementos esenciales: el promotor minimo o core, el promotor
proximal y el promotor distal (figura 1.2). Algunos autores suelen destacar solo dos

elementos, el promotor basal, incluyendo en este el promotor proximal y el promotor distal.
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Figura 1.2. Modelo representativo de la regulacion transcripcional y sus componentes.
Adaptado de Dey et al., 2015.




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 transcripcion. Esta region 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
transcripcién, 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 region iniciadora (Inr) (es una secuencia que se
ubica en la posisicién -3 y +5 que tiene como funcién el facilitar la unién de TFIID, el cual
este factor a su vez forma parte del complejo de pre-iniciacion de la RNA polimerasa II)
(Butler y Kadonaga, 2002).

1.1.3.2 PROMOTOR PROXIMAL

Estos elementos no especifican una posicion de inicio, se ubican aproximadamente a 80 pb
en flujo ascendente del sitio de inicio de la transcripcion y esta relacionada directamente
sobre la eficiencia de la actividad transcripcional. Otros componentes son la caja CAAT vy 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, multiples copias de este esta altamente
regulado por estimulos externos), sin embargo no todos estos elementos estan presentes en
cada promotor. En plantas, en lugar de la caja CAAT se ha identificado la caja AGGA (Bitas
et al., 2016).

El elemento proximal también posee la caja GC, el cual participa intensificando la expresion
del gen. Este motivo no se encuentra en todas las plantas, pero en animales juega un papel
trascendental. También se caracteriza por ser mas frecuente en promotores sin caja TATAy

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

1.1.3.3 PROMOTOR DISTAL

Esta region del promotor estd 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 6 més, e incluyendo secuencias
intrénicas. La naturaleza de estos elementos es modular, por lo que se encuentran
generalmente en los genes inducibles. A continuacion se explica la funcibn de cada

elemento:




Secuencias potenciadoras: también conocidas como intensificadores o estimuladores, son
secuencias en cis que incrementan la transcripcion de un gen, independientemente de la
orientacion y distancia a la que se encuentren en relacion al TSS. Ademas tienen la
capacidad de actuar bajo condiciones externas especificas, pueden actuar tejido-especifico

0 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 comun de proteger a los
genes de una inapropiada sefal emitida por el entorno. Tienen tamafios aproximados entre
0.3 y 3 kb y su funcion es servir de marcador para delimitar las regiones entre la
heterocromatina y la eucromatina, asi también como tener la capacidad de bloquear la
actividad positiva de un enhancer (so6lo 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
distribucion y presencia contribuye a un patron de expresion temporal y espacial de un gen
en particular. Los factores de transcripcion se unen a estas secuencias, por lo que se les
conoce como sitios de unién de factores de transcripcion, TFBS, del inglés transcription
factor binding sites, también llamados motivos de unién 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 tamafios variables de 1-2 kb o mas, y contienen
varios elementos reguladores en cis que sirven como sitios de unién para las proteinas
reguladoras de genes. Las secuencias reguladoras que juegan un papel preponderante en
la especificidad cualitativa de la expresion génica se han estudiado intensamente, aunado a
esto, el estudio de los promotores ha sido fundamental para entender la regulacion de la

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

El aislamiento de las secuencias promotoras y el andlisis de sus elementos son criticos a la

hora de hacer mejoramiento genético. Hoy en dia 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 especificas como lo es Plant Promoter Database (PlantProm DB) (Liu et al., 2013).
Por ejemplo, varios cultivos de importancia agricola han sido modificados con un gran
namero de genes y elementos de promotores, en éste Ultimo caso, la expresion de los
genes generalmente han sido dirigida por promotores constitutivos, el mas 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 biotecnologia de plantas se clasifican de acuerdo con el tipo de

control de la expresion génica deseado:

1) Promotores constitutivos: Dirigen la expresion a niveles constantes en todos los tejidos y
en todo momento. Este tipo de promotores comunmente provienen de virus de plantas o de

genes housekeeping (Finer y Herndndez-Garcia, 2014).

2) Promotores tejido-especifico: Este tipo de promotores proveen un mayor control de la
expresion del gen nativo o transgén, la expresion se restringe a ciertas células, tejidos,

organos o etapas de desarrollo (Bitas et al., 2016).

3) Promotores inducibles: Esta clase de promotores son inducidos por factores fisicos como
factores bidticos y abioticos (promotores que se inducen por temperatura, luz, heridas, etc.),
asi como por agentes quimicos (inducidos por alcohol, tetraciclina, esteroides, metales,
entre otros). Varios promotores se han aislado de especies agricolas, asi 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 estdn compuestos por un arreglo artificial
de motivos, de manera que la seleccion, nimero de copias y espacio entre los elementos cis
determina la intensidad de los patrones de expresién temporal y espacial del promotor
sintético. La seleccion de motivos con funciones conocidas puede apoyarse de la

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




1.1.5 ESTRES EN LAS PLANTAS

Las plantas experimentan diversos estreses ambientales tales como la sequia, calor, frio,
salinidad, entre otros. La susceptibilidad o tolerancia a estos estreses resulta ser un
fendmeno muy complejo, debido a que él o los estreses pueden ocurrir en multiples etapas
de la vida de la planta, afectando su desarrollo y por ende, su productividad (Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006).

La percepcion del estrés y el desencadenamiento de sefiales para activar la respuesta
adaptativa son pasos criticos para determinar la sobrevivencia y reproduccion de las plantas
expuestas a ambientes adversos (Chinnusamy et al., 2003). Las plantas tienen respuestas
de adaptacion especificas ante determinado tipo de estrés, asi como mecanismos que las
protegen de mas de un tipo. En este contexto, las diferentes rutas de sefializacion también
son caracteristicas para un tipo de estrés. A su vez, esas rutas pueden estar implicadas
ante mas de una clase de estrés. Este es el caso de los factores de transcripcion que actdan
regulando la expresion genes implicados en la respuesta a estrés y reprimiendo la

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

1.1.6 PERCEPCION Y TRANSDUCCION DE SENALES

La percepcion de las sefiales 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
sefal inicial del estrés a los blancos celulares (Gao et al., 2008). Cada estimulo ambiental
proporciona a las células vegetales informacion especifica, que es percibida a través de
diferentes tipos de sensores (Hirayama y Shinozaki, 2010). Por ejemplo, el estrés
ocasionado por sequia, salinidad o frio induce la acumulacion momentanea de calcio en el
citoplasma, proveniente del espacio apoplastico o de la liberacion de depdsitos internos
como los organulos celulares, asi que los canales de entrada de calcio representan un tipo
de sensor (Rodriguez et al., 2005). Otros tipos de sensores son los receptores tipo cinasa
de proteinas, que consisten de un dominio extracelular que puede funcionar en la union de
ligandos o interacciones proteina-proteina, un dominio trans-membranal o un dominio

cinasa intracelular (Rodriguez et al., 2005).

En el caso de la transduccion de sefales, se han identificado varios componentes y aunque
se desconoce como interactGan las moléculas entre si y ddénde se posicionan en la

compleja red de sefalizacion, sucede que inmediatamente después de la percepcion del
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estimulo, se generan moléculas de sefializacibn como segundos mensajeros, por
mencionar: calcio, inositoltrifosfato y especies reactivas de oxigeno (ROS), estos
mensajeros activan, corriente abajo, una cascada de sefiales que fosforilan alos factores de
transcripcion, y éstos regulan la expresién de un grupo de genes involucrados en la
aclimatacion al estrés (Hirayama y Shinozaki, 2010). La fosforilacion por cinasa de
proteinas es el mecanismo de regulacion mas comun e importante en la transduccion de

las sefales.

Entre los genes que se inducen durante la respuesta a estrés son las enzimas de
detoxificacidbn, enzimas pertenecientes al metabolismo de solutos compatibles,
transportadores, factores de transcripcion, dehidrinas, LEAs, quinasas, fosfatasas y otras

proteinas involucradas en la sefalizacion de fosfolipidos.
1.1.7 EL ACIDO ABSCISICO EN LA SENALIZACION

El &cido abscisico (ABA) es una fitohormona con destacadas funciones en la fisiologia 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
bidtico y abiético. Ademas, ABA también se distingue por su participacién en procesos de
desarrollo de las plantas como la maduracion 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, asi como la identificacion y caracterizacion de sus receptores y las
cascadas de transduccion de sefiales que dispara, resulta un conocimiento primordial para
integrar el mecanismo de percepcidn y respuesta de las plantas ante condiciones de estrés
en las que el ABA media, al menos parcialmente esas respuestas. ABA esta involucrado en
el proceso de adaptacion de la planta a diferentes tipos de estrés ambiental como el frio, la
salinidad y la deshidratacién, se sabe que durante estos estreses los niveles de ABA se
incrementan en los tejidos vegetativos, lo que llevd a proponer que el ABA es uno de los
mediadores de dichas respuestas (Galau et al., 1986; Zeevaart y Creelmen, 1988; Bray,
1991). Asi, los niveles de &cido abscisico en una planta serian determinantes de su
comportamiento frente a una condicién de estrés, estos niveles son modulados por un

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

En la biosintesis de ABA se presume que hay tres rutas a seguir: la aldehido abscisico, la
alcohol abscisico y la derivada de xantoxina, con excepcion de ésta Ultima en la que la

conversion de xantoxina a ABA se efectla en el citoplasma, las demas ocurren en los
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plastidios. El precursor de ABA es el isopentil pirofosfato (IPP) y es producido en los
plastidios via 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, ¢-caroteno, licopeno y [-caroteno. De este Ultimo 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 conversion a acido abscisico (Wasilewska et al.,
2008). En cuanto a la percepcion celular de esta hormona, hay reportes que confirman la
participacion de tres proteinas miembros de las familias Pyracbactin Resistance/Pyracbactin
resistance-like/Regulatory Component of ABA Receptor (PYR/PYL/RCARS), en la que las
enzimas Proteina Fosfatasa 2Cs (PP2Cs) actian como reguladores negativos y SNF1-
Relacionada a proteina Kinasa 2s (SnRKs) actuan como reguladores positivos de la
sefalizacion (Guo et al., 2011; Danquah et al., 2013). EA nivel de membrana se sabe que el
ABA es transportado a través de la membrana plasmética, al menos mediante dos vias:
mediante transportadores tipo proteinas de casete de unién a ATP (ABC) y transportadores
de baja afinidad a nitrato. Muchos transportadores ABC se distinguen por ser proteinas de
integrales de membrana que actian trasladando diferentes sustratos tales como lipidos,

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

La sefializacion por ABA en condiciones de estrés modula la expresion genes, que a la vez
desencadenan una red de transduccion compleja y altamente regulada, este mecanismo es
conocido como dependiente de ABA. De esta forma ABA per se es capaz de inducir la
expresion de genes de implicados en la respuesta a estrés. Por el contrario, los mecanismos
gue no involucran la sefializacion 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 regulacion estd determinada por vias
alternas a esta hormona. Ademas, se conocen genes que integran las vias ABA-
dependientes y las ABA-dependiente y que son regulados por ambas vias. Un ejemplo de
ello, es el gen RD29A, conocido también como LT178 o COR78, el cual responde a frio vy
calor en mutantes ABA-deficientes (aba) y aba-insensible (abi). Este experimento demostré
gue dicho gen es regulado de manera ABA dependiente e independiente. El andlisis de su
promotor indica que hay secuencias conservadas denominadas ABRE (PyACGTGG/TC)
gue son coordinadas ABA dependientes y secuencias de 9 pb (TACCGACAT) denominadas

DRE que son esenciales para la induccion del RD29A de manera ABA independiente. Este
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mismo elemento se ha encontrado en genes que responden a sequia, y poseen el elemento
CRT, que contiene el motivo A/IGCCGAC que forma parte central de la secuencia DRE del
promotor inducido por frio. A partir de este y otros estudios, se estableci6 que ABRE y
DRE/CRT son los principales elementos implicados en la expresién inducible por estrés
abidtico. Uno de los grupos de factores de transcripcion mas estudiados son los
pertenecientes a la familia AP2/ERF que se unen a las secuencias DRE/CRT. Los FTs que
se unen a la porcion central de DRE/CRT son llamados Dehidratation Response Element
Binding/C-Repeat Binding factor (DREB/CBF). En especial los DREB1/CBF son inducidos
por frio, mientras que los otros miembros como los DREB2 son inducidos por sequia. 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 actdan
uniéndose a las secuencias ABRE. Ejemplos de ellos son ABF1 que responde a frio; ABF2 a
sal, sequia y calor; ABF3 a sal y ABF4 que responde a sal, sequia y frio (Yoshida et al.,
2015).

1.1.7.1 EXPRESION DE GENES DURANTE EL ESTRES ViA DEPENDIENTE DE ABA

Se ha determinado que una parte importante de la respuesta fisiolégica a ABA se da a
través de la expresion génica de novo (Bohnert y Jensen, 1996). El estudio de promotores y
la caracterizacion de las mutantes deficientes en ABA de A. thaliana y de maiz, apoyan la
participacién del ABA endbégeno en la regulacién de la expresion de genes durante estrés.
Estos cambios en la expresion génica le pueden conferir a la planta la habilidad para
responder apropiadamente al estrés y sobrevivir a dicha condicién. Sin embargo, no todos
los genes que se inducen bajo estrés tienen una funcién adaptativa, ya que muchos de
estos cambios en la expresidon son consecuencia de dafios a nivel celular. Las plantas
sometidas a déficit hidrico presentan alteraciones en procesos fisioldégicos y metabdlicos,
como reduccion en las tasas de fotosintesis, disminucion de la sintesis de proteinas totales

y en las tasas de crecimiento.

Los genes inducidos durante estrés a través del ABA pueden dividirse en dos grupos. Estan
los que se inducen por ABA y cuya expresion es independiente de la sintesis de proteinas,
es decir, donde no se requiere sintesis de proteinas de novo para su induccion. De otro
lado, estan los genes inducidos por ABA de una manera dependiente de la sintesis de
novo de proteinas (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996). La diseccion funcional de los

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

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

En la regulacion transcripcional de genes por el ABA se han identificado factores que actdan
tanto en cis como en trans. Los genes que son inducibles por deshidratacion 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 nucleétidos (PYACGTGGC) y se encuentran en la region de los
promotores. Un ABRE funciona como un elemento de ADN cis actuante involucrado en la
expresion 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 caracterizacion 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

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

La biosintesis de ABA se induce en situacion de deshidratacidn y activa la expresion génica
mediante dos vias. En la primera las proteinas bZIP son activadas e inducen la expresion de
genes que contienen potenciales elementos de respuesta a ABA (ABREsS) en sus
promotores. La segunda via requiere la biosintesis de factores de transcripcion. Los factores
MYC y MYB se sintetizan en respuesta al ABA y actian regulando de manera cooperativa la
expresion de genes que contienen elementos cis en sus promotores que son reconocidos
por estos factores. Estas dos vias parecen actuar en la respuesta lenta y adaptativa de las

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

Los patrones de expresion de los genes inducibles por estreses abidticos son complejos y

muchos de ellos son inducidos también por la aplicacion exégena de ABA.

1.1.7.2 EXPRESION DE GENES DURANTE EL ESTRES VIA INDEPENDIENTE DE ABA

Existen evidencias que indican que la expresion de algunos genes durante deshidratacion
es total o parcialmente independiente de ABA, por ejemplo el andlisis de la expresion de
genes que se inducen durante estrés hidrico, sugiere que esta se incrementa
considerablemente por aplicaciones exdgenas de ABA, sin embargo no hubo una
correlacion 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 frio y sequia, la sefializacion independiente de ABA
involucra la participacion 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 transcripcion que interaccionan con este elemento son miembros de la familia de

factores de transcripcion AP2/ERF.

1.1.8 ROL DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION

El sistema de control de la expresion génica es controlado, en parte, por la participacion de
los factores de transcripcion, los cuales regulan de manera positiva o negativa la expresion
espacio-temporal de los genes, encendiendo o apagandolos segun su funcién yl/o
circunstancias, tales como la respuesta y tolerancia a diferentes tipos de estrés abiotico y
bidtico (ver figura 1.3). Los factores de transcripcibn no soélo estan implicados en la
regulacién de los genes, sino también en la sefializacion 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
gue 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 mas especificos, lo que hace que su

regulacién sea mas estricta.

1.1.8.1 SECUENCIAS ESPECIFICAS DE LOS TFs

Como se menciond anteriormente, las secuencias especificas de uniobn a DNA son
esenciales en la regulacion de la expresién genética en eucariotas, ya que ellas incrementan
(enhancers) o disminuyen (represores) la tasa de transcripcion debido a la estabilizacién o
desestabilizacion del complejo de pre iniciacién (PIC). La unién de esas secuencias
especificas de los FTs al promotor del gen diana es secuencia especifica y se da por el
reconocimiento de los CREs (Cis-regulated element) de 5 a 8 pb 0o un poco mas que
comprenden una region consenso y otras regiones flanqueantes que pueden variar en un
par de bases. Es preciso mencionar que la mayoria de los CREs permiten cierto grado de

sustitucidon de pares de bases sin ocasionar la pérdida completa de la funcién (Huang et al.,
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2012. Ademas, en el promotor de un gen puede haber uno o mas copias de un elemento

regulador en cis en especial.

Los elementos son clasificados en términos de su estructura como las secuencias cis y las
proteinas que interactdan con ellos como factores trans. Las secuencias reguladoras en cis
son fragmentos no codificantes y su localizacién y orientacion en relacion a los genes en los
gue se encuentran es variable (Venter y Botha 2010). Cabe mencionar que la organizacion
de todos los eucariotas es similar y que muchos de los elementos reguladores que poseen

son universales (Bitas et al., 2016)
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Figura 1.3. Esquema general sobre las redes de regulacién transcripcional de los factores de

transcripcion implicados en la respuesta a estrés. Tomado y modificado de Lata et al., 2011.
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1.1.8.2 DOMINIOS DE UNION A DNA

Los dominios de unién a DNA reconocen los CREs sobre el promotor, proporcionando
especificidad y localizacién del gen en cuestién. Los dominios de unién tienen estructuras
definidas que varian de acuerdo a cada familia de FTs. Las dominios estructurales suelen
ser hélice-giro-hélice, dedos de zinc, zippers de leucina, a-hélice y hojas-B, donde las
principales interacciones DNA-proteina envuelven fuerzas de van der Walls (Shivrastava y
Tahirov, 2010).

1.1.9 FACTORES DE TRANSCRIPCION EN PLANTAS

En las rutas de transduccion de las sefiales, varios factores de transcripcion y elementos
gue actuan en cis funcionan no solamente como inductores o interruptores moleculares para
la expresion génica, sino también como puntos terminales de la transduccion de sefales en
los procesos de sefializacion, asi también, un solo factor de transcripcion puede controlar la
expresion de muchos genes blanco. A dicho grupo de genes controlados por un cierto tipo

de factor de transcripcion es conocido como un regulén (Tran et al., 2007).

La gran diversidad de factores de transcripcidén 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
expresion especifica de genes y produce una gran variedad de fenotipos fisiol6gicos y de
desarrollo (Tiessen et al., 2009). Los genomas vegetales asignan aproximadamente un 7%
de las secuencias codificantes a factores de transcripcién y al menos en Arabidopsis
thaliana cerca de 1500 FTs han sido descritos y se sabe que estan involucrados en la

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

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

su dominio de union a ADN (Garcia et al., 2013).

1.1.9.1 CLASIFICACION DE LOS FTs

La clasificacion de las superfamilias de factores transcripcionales depende de las
caracteristicas de su estructura. Generalmente, el agrupamiento de las familias se realiza en
funcién del nimero y arreglo de los residuos conservados en el dominio de union (BDB) del
factor de transcripcion (Takatsuji, 1998). La variedad de genes que codifican para los FTs
contienen motivos de union a DNA como bZIP, MYB, MYC, AP2/ERF y dedos de Zinc
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(Ambawat et al., 2013). A continuacion se describen las superfamilias de factores de

transcripcién conocidos en plantas.

1.1.9.1.1 bZIP FTs

Existe mas de 75 miembros de la familia de bZIP TF en A. thaliana, la cual esta dividida en
mas de 10 grupos (Jakoby et al., 2002). Muchos de los bZIP TFs juegan un papel central en
la sefalizacion por (Fujita et al., 2011). Por ejemplo, los factores de union a elementos de
respuesta a ABA, ABA -responsive element (ABRE) binding proteins/factors- (AREBs/ABFs)
AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, ABF1l y ABF3 son principalmente expresados en tejidos
vegetativos y, con excepcion del ABF1, son reguladores clave de la sefializacion por ABA
que responden a estrés osmotico durante la etapa de crecimiento vegetativo (Fujita et al.,
2011). Tanto AREB1/ABF2 como AREB2/ABF4 activan directamente la expresion del gen de
respuesta a deshidratacion RD29B por union directa con el elemento ABRE, mientras que
AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, and ABF3, unen y activan el promotor de la proteina de unién
al elemento de respuesta a estrés -DRE-BINDING PROTEIN 2- (DREB2A) de manera
dependiente de ABRE. En general, los bZIP estan implicados en repuestas a estrés
abidtico. Por ejemplo, la protedlisis de bZIP17 inducida por sal y su translocacién desde el
reticulo endoplasmaético, precede la activacion 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, sequia, frio, calor o ABA.
Andlisis en sus promotores indican que estos son importantes para la activacion del gen
ERD1 (Early Responsive to Dehydration stress 1). Los TFs del sub-grupo 3: ANACO019,
ANACO055 y ANACO7 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 sequia, 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 aminocidos WRKYGQK en el
extremo N-terminal junto a un motivo de dedos de zinc. Esta comprende un amplio nimero
de FTs, los cuales estan divididos en tres grupos segun el numero de dominios de dedos de
zinc que posean (Eulgem et al.,, 2000) Los WRKY se han relacionado mucho con la
respuesta a patdgenos. Sin embargo estudios recientes indican que también participan en
estrés abidtico. Experimentos sobre la sobreexpresion de WRKY25 o WRKY33 (que
responden a patdégenos) incrementan la tolerancia a sal y su sensibilidad a ABA. Por otro
lado, WRKY25, WRKY33 y los mutantes con expresion disminuida para WRKY de la familia |

son mas sensibles al calor en comparacion con los tipo silvestre.

1.1.9.1.4 DEDOS DE ZINC FTs

La mayoria de estos factores de transcripcion se caracterizan por tener el dominio Cis2His2
(C2H2) en su estructura. Estdn implicadas en el desarrollo y crecimiento, respuesta a
fitohormonas y estrés abibtico. Analisis de expresion de los genes ZFTs muestran que su
regulacién y funcién es tejido especifico (Li et al., 2013). Por ejemplo, Zat10/STZ, se induce
por frio y cuando se une al promotor del gen RD29A actla reprimiéndolo. Zatl0 en
Arabidopsis promueve la tolerancia a salinidad, calor y estrés osmético cuando es
expresado constitutivamente e interviene en la regulacion negativa de otros FTs, como

Zat12 que desregula la expresion de los genes DREB/CBF en estrés por frio.

1.1.9.1.5 MYB FTs

Basados en el nidmero de dominios MYB, se clasifican en 1R, 2R-3R, 3R y 4R. La
denominacion refiere a la repeticién de residuos de triptéfano regularmente espaciados que
forman un cllster de triptéfano en la estructura de hélice-giro-hélice. El grupo 2R-3R son
especificos de plantas, encontrandose mas de 100 miembros en el genoma de mono y
dicotileddneas. Estas proteinas estan implicadas en diferentes estreses mediados por ABA, y
hasta hace poco también se sabe que responde a la sefializacion por acido jasmonico
(Lindemose et al., 2013). Ademas, se ha reportado que ciertos miembros controlan parte del
metabolismo secundario, participando en la regulacion de la ruta de flavonoides y
terpenoides, por ejemplo la sobreexpresion
de AtMYB75/PAP1 and AtMYB90/PAP2 resulta en la acumulacion de antocianinas en

Arabidopsis (Lv et al., 2014;). En condiciones de frio 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 sequia y salinidad (Cao et al., 2013).

1.1.9.1.6 bHLH FTs

Pocos miembros de esta familia participan en la sefializacion por ABA y estrés abiético. El
gen bHLH92 se induce en respuesta a NaCl, manitol y frio. No obstante, su sobreexpresion
resulté en una modesta tolerancia a NaCl y a estrés osmatico (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 especificos de plantas que incluye
aproximadamente a 145 miembros en Arabidopsis y estd compuesta de cuatro principales
sub-familias: AP2, RELATED TO ABI3/VP1 (RAV), ERF y DREB. La sub-familia de
proteinas DREB juegan un rol importante en la respuesta a estrés y estd compuesta de seis
subgrupos (A-1-A-6), las cuales actian regulando la expresion génica via elemento
DRE/CRT, el cual actia en cis (Mizoi et al., 2012). El subgrupo DREB1 (A-1) esta
compuesto de seis miembros. El DREB1A/C-repeat-binding factor 3 (CBF3) fue identificado
mediante su unién al elemento DRE/CTR en los promotores RD29A/COR78/LT178 vy
COR15A (Liu et al.,, 1998; Stockinger et al., 1997) y se sabe se induce por bajas
temperaturas y que participa en la activacion de muchos genes de respuesta a frio. 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 sequia, sal, estrés osmético y bajas temperatura (Liu et al.,
1998; Nakashima et al., 2000). DREB2A se ha visto que se induce en repuesta a calor,
sequia 0 ambos (Sakuma? et al., 2006; Sakuma® et al., 2006). En linea 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 especifico 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 sélo 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, encontrandose que participan regulando
activamente la respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico (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 sequia,

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

1.1.10.1 SUBFAMILIA DREB

Por otra parte la subfamilia DREB ha sido una de la mas estudiadas, y se sabe que son los
principales factores de transcripcion que intervienen en la respuesta a estrés regulando la
expresion via cis- acting dehydration-responsive element/C-repeat (DRE/CRT) (Sakuma et
al., 2002). Los dos primordiales factores de transcripcion de este subgrupo son DREB1/ABF y
DREB?2 y fueron inicialmente caracterizados en Arabidopsis thaliana. En base a estudios, se
ha visto que los miembros de DREB1/CBF responden principalmente a frio mientras que
aguellos correspondientes a DREB2 lo hacen a sequia, calor y salinidad. En referencia a los
sitios de unién, DREB1 tiene mayor afinidad por la secuencia del core A/GCCGAC, sin
embargo DREB1 une mejor a AAGCCGACNT y DREB2 a ACCGAC (Mizoi et al., 2012).

Hay varios FTs que conforman el grupo DREB2 y que responden a muchos tipos de
estimulos. Especialmente DREB2A es uno de los factores que responden a deshidratacion
de forma ABA-independiente, asi como a sequia (Figura 1.4). Las funciones de ortélogos de
DREB han sido comprobado en arroz, arabidopsis, uva, tomate, cebada y maiz (Gao et al.,
2007; Ito et al., 2012). Estudios demuestran que DREB2A tiene un dominio regularorio
negativo (NRD) contiguo al sitio de union a DNA y cuando este NDR es removido DREB2A
se expresa de manera constitutiva que se denomina DREB CA (Sakuma et al., 2006). Asi
mismo, la sobreexpresién de este gen no tiene ningun efecto sobre el fenotipo lo que
propone que se necesita de alguna modificacion 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 expresion de otros genes en respuesta al estrés. Los
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primeros cDNAs aislados de proteinas de uniéon a DRE, como CBF1 (CRT binding factorl),
DREB1A y DREB2A de arabidopsis se lograron mediante ensayos de un hibrido en
levadura. A partir de entonces, un gran nimero de genes DREB se han aislado de varias

especies de plantas.

1.1.10.2 SUBFAMILIA AP2: RAP

Se distinguen otros factores de transcripcion 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 frio y sequia), RAP2.4
(frio, calor, salinidad, deshidratacion), RAP2.4A (regulaciébn de genes involucrados en
mecanismos redox), RAP2.4B (calor, salinidad, deshidratacion), adicionalmente se sabe que
estos genes regulan negativamente la participacion de algunos DREB (zZhu et al., 2010;
Mizoi et al., 2012).

Un papel preponderante de los miembros AP2 sucede con la regulacién de la sefalizacion
por luz. En arabidopsis, algunos genes de esta subfamilia, incluido RAP2.4 tienen niveles
significativos de transcripcidén al ser inducidos por luz, ademas de participar rapidamente
ante el estimulo. También RAP2.4 de arabidopsis asi como los ortélogos en Medicago
truncatula, Zea mays, Gossypium hirsutum son inducidos por estrés, como frio, y en
respuesta a tratamientos de salinidad, sequia y acido abscisico (Wang et al., 2008). Por otra
parte RAP2.2 fue inducido fuertemente bajo condiciones de hipoxia y oscuridad en brotes de

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

En otros estudios se ha determinado que la expresiéon de RAP2.6 es fuertemente inducida
por patbgenos como bacterias y virus, no obstante recientemente también se ha demostrado

la participacion de estos genes en condiciones de estrés abibtico (Zhu et al., 2010).
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Figura 1. 4. Regulacion transcripcional de DREB2A. Tomado de Mizoi et al., 2012.
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1.1.11 CISGENICOS 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 ingenieria 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 vias tecnoldgicas que compaginen las
estrategias de mejoramiento genético convencional, las cuales son aceptadas en lo general
por el publico consumidor, y las bondades y potencia que ofrecen las estrategias empleadas
por la ingenieria 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 ingenieria genética de hoy permite el control del tiempo, la especificidad del
tejido y el nivel de expression de genes introducidos para su funcion 6ptima. Esto es una
consideracion importante si el gen que se desea expresar require de ser expresado en
condiciones controladas. De ahi que se considere que el descubrimiento y caracterizacion
de promotores expresados en condiciones especificas ha permitido uno de los principals
cambios en el paradigma para el mejoramiento genético de cultivos ante condiciones de
estrés en afos recientes (Katiyar et al. 1999). Los promotores mas ampliamente usados en la
generacién de plantas transgénicas son los promotores constitutivos. Sin embargo, existen
casos documentados en los que la expresion 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 transformacion genética son mas o menos rutinarios,
existen mejores oportunidades para disefiar y caracterizar promotores con las

caracteristicas deseadas.
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1. 2 JUSTIFICACION

En biotecnologia de plantas transgénicas, la busqueda de promotores, sobre todo aquellos
que dirigen la expresion bajo una condicion de estrés y/o 6rgano/tejido especifico, resultan
de interés para manipular la expresion génica. Hoy en dia, los promotores mas empleados en
las construcciones génicas son aquellos que conducen la expresion ubicua de genes, lo que
da lugar en su mayoria a la obtencion de fenotipos alterados (Prabu y Prasad, 2012).
Actualmente, no es muy comun el uso de promotores que dirijan la expresion inducible por
estrés o tejido especifico con efectos minimos o con mejoras sobre el fenotipo deseado, y
mucho menos en especies de interés agricola. Por ello, la identificacion y caracterizacion de
nuevos promotores con caracteristicas inducibles bajo condiciones de estrés resulta atractivo

para la generacion de organismos genéticamente modificados.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se han descrito el andlisis 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-Yariez et al., 2016), por los que se propone que sus
regiones promotoras deben contener sitios de unién a factores de transcripcion que regulan
la expresion de estos genes en condiciones de estrés, los cuales pueden tener potencial

biotecnologico.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

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

Carica papaya bajo condiciones de estrés abidtico.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar los elementos reguladores que estan presentes en los promotores putativos de
DREB2 y RAP2.4A de C. papaya.

Evaluar la expresion 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 continuacion:

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

1

2 1 Clonacion de las secuencias promotoras

1

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

Figura 1. 5. La estrategia experimental esta comprendida por tres etapas de desarrollo.
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CAPITULO Il

ANALISIS BIOINFORMATICO DE PROMOTORES PUTATIVOS DE LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCION DREB2 Y RAP2.4A DE Carica papaya var.
Maradol

2.1 INTRODUCCION

Un promotor es definido como una secuencia de DNA en la regién rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion (TSS). La funcion de un promotor estd determinado por la
combinacién de varios accesorios que lo conforman, como elementos reguladores en cis y
enhancers, ademas de la interacciébn de proteinas especificas (Vedel y Scoti, 2011). La
division funcional de la regién promotora requiere de la identificacién y caracterizacién del
promotor minimo, asi como de la localizacion de los sitios de unién a factores de
transcripcién. Por lo general, para recabar suficientes datos sobre la direccion de la
expresion se considera evaluar la regiébn comprendida entre los 1 000 pb rio arriba del TSS
(Toki et al., 1992).

Los promotores se clasifican en constitutivos, tejido-especificos o inducibles segun su patrén
de expresion. Hoy en dia, los promotores constitutivos mas usados son el 35 S CaMV, el de
ubiquitina de maiz 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 biotecnologia de transgénicos (Yutao et al., 2003;
Zhang et al., 2013). La expresion 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-
expresion de esos genes provocan fenotipos aberrantes como en el caso de la sobre-
expresion 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 lineas silvestres (Xiao
et al., 2009). En algunos casos cuando varios genes se clonan en tandem para obtener
plantas transgénicas, las multiples copias que se generan del promotor conllevan al
silenciamiento de esos transgenes, de ahi que surja el interés de optar por promotores
tejido especifico o inducibles, los cuales representan un sistema atractivo para la

elaboracion de promotores sintéticos. Esta disponibilidad sugiere el potencial uso para
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entender algunas rutas de sefializacion, asi como para el desarrollo de plantas resistentes a
estrés (Rushton et al., 2002).

Los promotores que son inducibles, lo son por factores fisicos, factores biéticos y abioticos,
asi como por agentes quimicos. Ejemplo de ellos son los modulados por choque térmico,
calor, frio, luz, metales, hormonas (por citar algunos) (Zuo et al., 2000; Yamaguchi y
Shinozaki, 2005).

Una estrategia para el andlisis de promotores implica el uso de herramientas bioinforméticas
para explorar su secuencia, y se basa en la busqueda de secuencias conservadas de DNA
referenciadas en bases de datos. De esta manera, se pueden detectar motivos descritos con
una funcion determinada, debido a que la informacion 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 matematicos que analizan la presencia de sitios 0 motivos
sobre-representados y que son deducidos a partir de aquellas. En general, ambas estrategias

son complementarias.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 LOCALIZACION DE ELEMENTOS CIS-REGULATORIOS DE LOS PROMOTORES
PUTATIVOS DE LOS GENES DREBZ2 y RAP2.4A

En esta seccion se pretende definir la presencia de sitios de union a factores de
transcripcidon mediante analisis in silico. Esto ayudar4d a guiar el planteamiento de
experimentos que permitiran elucidar regiones importantes en los promotores de los genes
DREB2 y RAP2.4A de C. papaya. En general, el andlisis bioinformatico se resume en la

Figura 2.1.
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Mapeo de las regiones promotoras
de DREB2ay RAP2.4a

! J

|:> Andlisis en NewPLACE

Obtencion de las regiones promotoras Obtencion de las regiones promotoras
de los ortélogos de DREB2a de los ortélogos de RAP2.4a

l l

con MEME

Analisis de motivos sobre-representados Andlisis de motivos sobre-representados

con MEME

ll ll

Analisis de motivos con TOMTOM

Figura 2.1. Esquema representativo de la estrategia bioinformatica para inferir CREs en los

promotores de DREB2a y RAP2.4a. En la estrategia se incluyé tanto un método de inferencia

a priori (MEME) como a posteriori (NewPLACE).

Para obtener los promotores considerados para su caracterizacion se partio 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

region codificante, se selecciond la regién de ~2000 pb rio arriba del codén ATG de cada

geny se buscd una zona que permitiera generar oligonucle6tidos de buena calidad.
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Cuadro 2.1. Secuencia proteica de los FTs analizados en este trabajo.

Factor de Secuencia
transcripcion

DREB2a MGTFDQAPNVXS! AVDSSRKRKSRSRRDGT SVAETLKKWKEYNEHL DASGDGG
KPARKVPAKGSKKGCVKGKGGPENSRCNYRGVRQRTWGKVWAE! REPNRGSRL
WL GTFPTAVEAAL AYDEAAKAMYGPCAL L NLPHAEDL VCFGTASGSSSVATPS
GSDSTTTSSHSEVCAADDI KQEFVAI PGLKKEDGQGEARPNAYHPHAVI ETAT
PSSTMKL EAKDGDANNI KKLHSGEYHG KGEAVDY SKDVKSEGKEDESQDYWQ
TFSMVDEMFDVDDLLGAI DNDPLVGTGLKQEFDYPPVQVG TDSRLQSEKSSAL
AYQL QNPDAKL L GSLHHVEQL PSTVDYGLAL L QAQEHGDNNI EL DGQGFVDVD
| GLEDLDF

RAP2.4a
MAATMDFCSSRPVQAGPFGDEL MEAL EPFI KSALSLLLPSPPLSSSYQ PSCT
SSSSYSSANDI SFCPSFCPSFSTNTTQPSL YSGDCCTTSMPQP!I SNAHSVHDP
SALQQSGSI GLNHL TRSQVNQI QSQFHL QSQQSPSLLYQYYPQQQHAFQFLSP
KPVPPMKQVGSPPKPTKL YRGVRQRHWGKWAE! RLPKNTRLW.GTFDTAEEA
ALAYDKAAYKL RGDFARL NFPNL RHRGSHI DGEFGQYKPL HSSVDAKLDAI CE
SL AESQKQGKVGKQHVGSGKKRARPPRVEPEVEPPQAI QGSDSRTLETVKGEK
NSSPSPVMIESDGSAGSSPL SEI TFGENMDNEPQWS! VPENFM_QKYPSYEI DW
ASI LS

Estas secuencias se emplearon para mapear las regiones promotoras putativas de ambos
genes. Para ello, se realizb un BLAST contra el navegador PHYTOZOME
(https://phytozome.jgi.doe.gov). Se seleccionaron las regiones de ~2 000 pb rio arriba del
marco abierto de lectura de cada gen. Este mismo procedimiento se realizd para cada una
de las secuencias ortologas tanto de RAP 2.4 como de DREBZ2, las cuales fueron obtenidas
del trabajo de (Arroyo-Herrera et al., 2015). Posteriormente, se realizo el andlisis 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. Ademas, las regiones promotoras
de RAP2.4 y de DREB2 se sometieron en PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/),
para identificar motivos descritos previamente. Se generaron manualmente graficos 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 encontrd a algunos ya
caracterizados los cuales participan en la regulacion de metabolismo y en la respuesta a

estrés.
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2.2.2 ANALISIS FILOGENETICO DE DREB2A Y RAP2.4A Y SU RELACION 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 ortélogos a DREB2 y RAP 2.4a, se filtraron las secuencias
proteicas de sus ortélogos 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 ortélogos. Para ello, primero se hizo un
alineamiento multiple de secuencias para analizar el estado de conservacion de los residuos
con MUSCLE, en este caso se consider6 emplear especies de ambos grupos de plantas,
monocotiledoneas y dicotileddéneas, haciendo un total de 15 especies para DREB2 y 14

especies para RAP2.4A.

Finalmente se hizo la reconstruccion filogenética usando el programa MEGA 7.0, empleando
el método de Maximum Likelihood para inferir las relaciones evolutivas de los ortélogas de
DREB2 y el método de Neighbor Joining para los ortélogos de RAP2.4A, para ambos casos

se usO 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 patron de expresion
espacio-temporal de los genes. En este sentido, la funciébn de un promotor es normalmente
determinada por la accién de mdultiples elementos reguladores como los elementos en cis.
En este trabajo mediante el empleo de herramientas bioinformaticas, se analizaron las
regiones promotoras putativas de los genes DREB2 y RAP2.4A de Carica papaya, para ello,
primeramente se uso la base de datos PLACE y PLANT CARE con el fin de ubicar aquellos
motivos que tienen una funcién regulatoria y que han sido descritos previamente, con MEME
suite se descubrieron un total de diez motivos sobre-representados, de los cuales sélo tres
de ellos estan caracterizados, basados en la comparacién 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 analisis, en ambos
promotores el elemento ABRE (ACGTGGC) fue el méas es el mas sobresaliente en cuanto a
frecuencia y valor estadistico (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 algun elemento en cis puesto que no se encontraron reportes que lo relacionen,
de tal manera que estos motivos podrian tratarse de nuevos elementos reguladores, por lo

que caracterizarlos resultaria interesante.

También se reconstruyeron arboles filogenéticos con los ortélogos a las proteinas DREB2 y
RAP2.4A, la inferencia se hizo con el programa MEGA 7.0 y el resultado mostré una visible
separacion en los grupos de monocotiledéneas y dicotiledéneas (figuras 2.4 y 2.5). En
funciéon del analisis anterior, con los promotores de los genes codificantes para estas
proteinas, se hizo la busqueda de motivos con MEME y TOMTOM para comparar las
relaciones que pudiesen guardar segun el tipo de motivos encontrados. Como resultado,
también se encontraron diferencias entre los taxones de plantas en relacién al tipo de
motivos. Por ejemplo en caso de los promotores de los ortélogos de DREB2, en el grupo de
las monocotiledoneas la frecuencia de motivos fue de los tipos 1, 4, 6 y 10, mientras que
para el grupo de dicotiledéneas, lo fueron los motivos 2 y 4 (figura 2.6). Para los ortélogos
de RAP2.4A, en monocotiledéneas los motivos mas representativos fueron el motivo 1,
motivo 4, motivo 6 y motivo 7, y para dicotiledoneas fueron el motivo 2, motivo 3 y el motivo
4 (figura 2.7). Cabe mencionar que al menos para este andlisis, los motivos encontrados en
promCpDREB2 fueron el 2, 7, 8 y 9 (figura 2.6), y en promCpRAP2.4A, los motivos 1, 2, 3y
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4 (figura 2.7), resultados que son disimiles en comparacion de los motivos descubiertos al
hacer el analisis de manera individual, a excepcion de los motivos 3 (ABRE) y 4 (tipo MYB)
del promCpRAP2.4A.

La evaluacion global de motivos en los promotores de los ortdlogos, conllevo a elegir los 3
primeros motivos con los valores de E mas bajos y se procedié a investigar sobre su funcion
y el tipo de factores de transcripcidbn 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 ort6logos de DREB2, el motivo 1 (cuadro 2.4), el motivo 2
(cuadro 2.5), el motivo 3 (cuadro 2.6), asi para los ortélogos de RAP2.4A, el motivo 1
(cuadro 2.7), el motivo 2 (cuadro 2.8) y el motivo 3 (cuadro 2.9). La gran mayoria de los
elementos hallados presentan un grado considerable de conservacion entre los promotores
ortélogos, con fines visuales, se presentan las secuencias crudas del andlisis arrojado para
los motivos 1, 2 y 3 de los ortdlogos de DREB2 y RAP2.4 (cuadros 2.2 y 2.3,

respectivamente).

No obstante, con la base de datos de PLACE, se logré 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,
asi como el elemento de respuesta a osmolaridad (ACTCAT), el elemento de respuesta a
ABA (CAAACACCQC) y el elemento GT-1 (GAAAAA).
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Figura 2.2 Ubicacion de sitios de union de factores de transcripcion en los promotores DREB2 y Rap2.4A de Carica papaya.
Cada color representa un motivo diferente. El analisis 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 ortdlogas de dicotiledéneas

y monocotiledéneas. La construccion se ajusto 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. Reconstruccion del arbol filogenético para RAP2.4A de Carica papaya con sus respectivos ortdlogos, en él se aprecia la

separacion diferencial de los taxones Se emple6 el método de Neighbor Joining con el modelo de Sustitucién y 1000 bootstrap.
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2.6. Elementos reguladores encontrados en las regiones promotoras de los ort6logos de DREB2 de Carica papaya.
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2.7. Elementos

reguladores distribuidos en las regiones promotoras de los ortdlogos de RAP2.4A de Carica papaya.
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Cuadro 2.2. Elementos reguladores putativos en los promotores de los ortélogos de DREB2 de

Carica papaya. Como muestra representativa, se consideraron los tres primeros motivos con

los valores mas bajos de E-value (<0.05) para observar la conservacion de secuencias.

Mativo Logo E-value Localizacion
Especie CadenafComienzo  p-value Sitios

L 8 ﬁ'd-m'.wn - 953 1.68e-7 GOUTESTOTC GCAGCACCSCCT GACTATGARR
S GC c gc &r 3.3e-013 0 tsthartta o (880  I74e7 COCACOSTGA SOCSCHSCOASCD GCABOTOGGT
e YEYC s E L periori - ¥ 4.732-7 CAGMNTCCSAT CCEGCACCHCHS CEABGOGTCT
S L. perrferi  + 14 %5527 AGATCCTCGA COCCCRCTECCS GATCOGOTCS
Lpem'ﬂ,r;l - 202 4.p0e-7 ACCTCCCTED COCACCOOCHCHS GEACTACTCT
T apsthum + i1 8607 GTCOTOGTTS GCOCCHTONOCT ARCCTGGGLC
B, distschyon - 1662 Lilad GACGANTCRG CCARCROZGESS TACTTTCTCR
B defachyon + 754 1.17e:6 CTAATATTTT GCAGCACCRACC: TCTTEGCCTC
L perier! . 153 1.66e-6 TAGTGACCHED JTCCCOCCSECT ATEAGACGAD
A tauschil o 1804 187e-§ GOGRRAGTTTC COCSCRCCACT) CACRGCTEAD
8 distachiyan . 1568 18766 GCAGTAGCAM GOCHCCTSGO0S CETACATCAC
Q. drachrantia 4 1300 743e-f COEGCAEGTES SOCOCCACHCSS AGATATTTIC
T, aesfivam 163 302e-f CHEATTECTAT CTCOCECCGOCE GTEETCATIG
B dishschyen . 1485 1.70e-6 TECATGCCAS CTHECHCEHCEs TTOCCEARIC
8. distachpon + 843 3.708-5 GCCOCCTCOT CHCECGEACSO0G TTGGACTCTC
Z. mays 4 1897 4.178-f CAARGCGERAA SOCHCACCTOCE ATCCRECEIA

0, brachpanthe o 210 4.71e-6 AMCTIRSTGS COACCACHOCCT CC
& brachiyanthe 4 1921 5.26e-6 GAGBATATTTT CCOTCOCOGCCT GATCACTOAAG
A, fauschii + 1873 3526 GOTATAAATA So0sCOCoss0s TEARCGOCTE
5. fmica 4 1874 63585 TCOTTOCARA SHOSCACEACCE GTCCABCECA
A tauschil + 1893 693e-6 COGGCCCCOAC GCHCCRARCSCUC COCACGCERG
= ifafica  + 787 69%e-6 TOGCTCECCT GCACCCACROC: RECCAATCTT
O, Salval + 2048 76465 AGATATTITC COSACCOEGOCS GATCACGAANS
O, Batival + 2026 7.64e-f CTGACATCTA SoOCOCACICSS AGRTATTTIC
L pertler  + 1862 76466 TICOCCAGTE DOGCECOCANGS TEGECOS0NT
S taitca - 1985 i.45:-6 COTOTSTOOT GoGSCO0ECO0T TOAGRGEERS
T sesthum + 783 4.35e-5 ARGTCCATCT CCCCCOCCS0CT GTTGRAAATA
B disfachyen + 1508 §.35:-6 TOGCATGCRAC BOCCCCAGSCTE ABGATGATSS
8 distachyon - 1376 1432-5 TCETTCETCH CCACCACCTGES CATCOGTCAL
Zmays 4 671 1.03e5 TATAGGCACH CCSTCACCAOCS GAGCABCCEA
0. brechyanthe 1855 13745 CCTCCCAGAG DCACECCORDCE TERECCOCET
B dsfechyon . #79 1.37e-5 ATCGATCOGA CCASCHCCACHC TEECTRICTC
L perieri . 291 151e-5 ARGGAGIGAS CCUCCATSCSS CCRACGCCAR
B. distachyon + 1927 1.512-5 TCEECTGEEET CCECCHCOTONS GARGALGGAR
E disfactiyon - 917 1.65a-5 TCGCAACACR GCCICCTOCOCT TOGARGCACT
B. disfachyon + 788 1.65¢-5 TCGCARCACK COCGCCTCCOCC TCOAAGCACT
5. Wavica 1494 1.65¢-5 GTATTCTGET CoCTCOCHE00S GTCCACGEGE
A, tauschii + 1833 1.79¢-5 CECETEC GCACCCTCACCE COADGCRCCA
S ialica - 210 1:79¢-5 ARCACTACCT CooGCACOCOCT TCOGTAGETT
B distachyon - 453 2.11e-5 TGECTCGEGAG GCACCCS0ECES GACHTACECT
Zmays 4 599  2.1a5 COGAAARGAT GCACCACCOCTS ATTGICCARN
Q. brachyanta 4 1667 2.4%9e.5 CTATAARTAC CCACCCACACCC ACGEGCTCAZ
S, italica 236 240e5 CTEATCTCEG CGASCCCCACIC ACTAARCACT
L. pemgri 1875 2.70e-5 CCACSTGTAR GOSEGCCHHC0C ADSGTSRA0S
L. pemeri 354  270e5 AGCTCAGTGA GCTCCCTCSCC: ATGTTGOGGE
B. distachyon - 413 2.70e-5 CHGERCGECTC CoCECTCEEC0T ATGCAGCRAT
Zimays 4 1994 2.94e-5 ACRACACEEAA COCACTCEACCS AACCCETEAC
0. Salival 4 1978 346e-5 CEARSCTTCT CCOOCACCHCAC GACTTACSTC
T aeslium . 1641  346e-5 TCCTTOGCCE CCCECOTCECCA CGCCACGCTA
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L papayd
¥ vinifara
¥ vinifera
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£ lyeoparsum
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C. papaya
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B. rapa

B rapa

O brachpanthe
T. aesthvum
0 Saltval
C. papaya
C. papaya
0. beacipaniha

+

-

+ & A d b

T sasitvum .

O Salival
C. papaya
C. papaya
. vachyanite
C. papaya
V. vinifara
0. Safiva |
L. perrigri

+

* o 4 *

1051
1562
=k
1587
Jay
il
2047
560
624
as2
164
1637
aar
362
1473
1767
1580
39
1827
1420
1478
a7
1167
832
1844
1794
980
1743
1045
821
2070

1660
1433
52

L]

633
509
q72
1333

7,567
7.588-F
22786
11786
2276
22786
22786
3.03e-6
3,036
3036
54686
54Be-6
B.2deb
B.2de-6
6716
&7l
67186
1.058-5
1,0%e-5
1.208-5
1.20e-5
1.208-5
1.288-5
1.28e-5
1.é6de-5
L6de-5
1.6ie-5
1.77e-5
1.94e-5
2475
3.01e-5
3.39-5
1.39a-5
3395
1.35e-5
3.39e-5
31650-3
3.2e-5
4.302-5
4. 30a-5
3.308-5
3.65e-5
1725
4.30e-5
4,305
4,593
5.09s-5
G.B0e-5
6. 3de-5

TCATCATOCG TTTTTTATTTITT GAATGOCCRR
ATTAGARACA TTTTTTATTTTT ATTTITICTA
CHETAATAACT TTTTTITTITTTT TTYCALAATR
TATGFTAARA TATTTIATTTTT TATTAARCTT
AMACTTCARA TATTTTATTITTE TTTATTCCET
TTTATTTATT TATTTTATTTTT CTCATATTIT
TITCTAACAT TATTTTATTTTT CTGTITIAGR
ETCICTAATT TTATTEATTTTE ARATGATTTT
TATATTARRA TTATTTATTTTT TRATARARRL
RAATTTTAGA TTATTTATTTTT ATCATATTTA

SCTACTCITA TTTTTTATTCTT TTGRATIGAT
TCETEAGECA TTTTTTATTCTT GRGACGGOGT
TTABATCTAT TATTTIATTTAT TTATTTIAIT
RATATCTTCA TTTTTITTTTAT TRACCCTSAC
GAATTTAAGA TTTTTTTTTITA TGTGCOCCTC
TERTACTETA TATITINITITA TTATTAGTIG
BRGCRCARGC TITITITTTITA AARRRRAACT
ATATTATTAT TIATTIATTTAT CATTACGTCA
CEAGTRETTT TTATTTATTTAT TTAMATARTA
TTTTCTTCTC TOTITTTETTITT ARTARATOAA
TCTTCAAGET TITITIGTTITT TITAGTCTCT
TCASTTTGTT TOTITITTITIT COCTGRRGRG
TEAGSTTTCA TTITTTIATTICT TEGCTTTATT
TTAGGACARG TERITTATTITT GICTCTTEIC
CETTTTCCCT TYTITIACTTTT CTHRCCACGER
ATGARATGCA TTATTTTTTTAT ACTTTRAATT
ATTTTTATCA TATTTAATTTTIT TTTACGSGAT
TTTTCAATGA ATTTTTATTTAT TAGTETCARL
TAAATAATTA ATTTTTATTTAT RAARTGEGARR
TTTARCAATR TRATTTATTTTA TTTTGAARRAT
ATATGTTAAT KTTTITATTTAT AAACTTAGIC
SCTRCTTTIC TTTTTTITITAR GTARAGAGAG
TCARTTCGAT TTATTAATTTTT ARRTTRAGST
TAGTTAATREA TTTTTAATTTTA TAATTRARTA
GCTACTCOTA TTTTTTEATTIT CAGECTTICA
ATRTGTTART ATTTTTATTTAT RARCTTRETC
BCTACTTTIC TTTITITITTTRA GTAARGREAG
TCAATTCGAT TTATTAATITIT AARTTARGST
TAGTTARTAM TTTTTAATITTA TARTTARATA
ECTRCTTSTR TTTTTTIATTIT CRSECTTICR
TRARTCATAT TATTATATITIT RARATTARTT
ARATTICATC TTATTTAATTIT RAGTTITATT
ATTTACGAAG RATTITYTITIT GEEEGETGCCA
TTCCATGRAT TTTTATATITTRA TTATTCAART
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) 0. rachyantha 4 1787 7.08e-8 GTTTGCTTAS GOGCCAMSTCTC GCGARCCTIC
3 YA 1.6e-002 L perierd 1784  7.08e-8 GCTTGCTTAG CCHCCAASTCTE GOGAAGCTIC
FoNSa YT 5. italica

-

_____ + 1844 70Be-® GTTTECTTAS GCGCCAAGTETS TCGATCOTTC
2 mays - 1861 7.08e-F GTTTGOTION GOCCCARITOTS CAGATOOTTC
G. max + 025 7.04s-7 GACCARGARR GOSCCAOUTCAC CACKTTTCTG
A fauschii = 1778 4.36e-7 GTTTCCTTCE GCACCAASTCTC GEEAAGTTIC
8 distachyan - 1539 1.21e-f CACCATCETT GCASCARSCOCSC GTTTCANTCC
T, asslivim = 110 2156 GTCTECETAR GCECCATESCTE TCTCTCTCOIC
5 itaffca - G35 2.15e-6 AASGCRAGCAS GSHOCAASSCTC OCCTAAGCCA
8 dhatachyan - 1464 101e-4 CTECEGAART CCSCCROTTOTT GTTCEOCAAC
A tauschif - a7 16726 ARGTTCOGCC GOCSCAAGCCTC TETAGCCACE
& distachyar: - 119 367e-6 GUGOCSEASA GCECCHCEICOT ACAEEETGEC
2 mays . 2011 4.95s-§ TTIGGATTCTC COUGCCOTPCAC GEGTICGETC
L. pefrierl 4 90 S47e-6 CTADSTAGCA SCTGCAGFTONC CRCECATCTS
B digkachyon - 1445 §47e-f CCECATTTCE GCACCATOOCTC CECCTCOETCA
S itslica  + £45 6.63e-6 TCTATGOCTT GCTCCECEOCTE CRCCTAGCCA
B distachyon 4+ 2051 7.B6e-6 AMGCTTCCAG GCACCACHCAT AGCTTACATA
V. vinitgra 1215 84686 TCTTTGGGGT SCSCCASHTCAT TITCCATGTA
T. aestivum + 1610 BdBe-f AACCCGOAGT GORSCICITONT GACARGGCET
T. aestivum 4 116 8.2%:-f ACCRECCSEA SCACCCATTICTT COTTIATATA
A fauschii + 1664 9.75e-6 AGSCCCACHC GEACCHCHTCHC TTACATCCSE
5 flailca - 146 9756 TACAGARGGG CORGCRIGECHT GOGTRGOGGE
B distschynn + 2098 1.07e-5 AACCTTOCOT GCACCCCHTOT: GOGOSE
Q. Satival - 2005 1,33e-5 CTAGATGTCA GToGCACGCCTE ACCGTGACGT
T aesthiin + 1282 141e-5 COCGACCTOC GOTICACHOOGE ARGACOGART
A tauschil 5 1651 1.616-5 TATCSACTOR GOCCCCASCCAC TGGOCACATS
5. falca 861 18385 ATCTTOTCAT GoooCCAGTCST GTTARAGTTT
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Cuadro 2.3. Elementos reguladores descubiertos y sobre-representados para los ortélogos de

RAP2.4A de Carica papaya. Los motivos predichos mantienen un considerable grado de

conservacion.

Maotivo Logo E-value Localizacian

Especie Cadena/Comienzo  p-value Sitios
5 fallca - 281 GiBde-f COCCOSANTS SODCIOUCSEOE ACOCCSTORNS

1 Z.mays - 58 9.5te-8 MAATCHETCCH COCGGCTCALEC STEGTTGONG
Z.mays - 2197 70267 COAGECTIGA GHOCTTSCALSC GAAGCCANGT
S iallea - 2472 20247 CCAGGCTTEA SCCHTHCACOC SARGCCARGE
2 hipalor  + 50 2.0%e-7 GGCTEGATGA IHCCHTHCACHC SARGCCARGD
Z mays - 10 1757 COCAGCUTC COCCTCCaaCHE ACTCTCGOCA
5. iaifca 118 1737 TCCOCOCGREA CECSECECSEOC CTTCTAOTIT
B. distachyar a6 3.50e-7 ARSOATCOCE COCHMCOCOONC QEAGATOCAT
B distachpan 57 4,06e-7 ATEATOGTEG COCCECEEORGC CASCACGATE
B distachyen o BS 540e-7 COCATECATE COOSHOSCHTSE COOCRCARTT
S labca  + a1 7.75¢-7 COTGCCDOCE CACTECEEHCHE ToCCCTCo0D
5. bicolor . 2207 77547 TCCOOTCOOTY GOCCOTACTOEC SCOSCTCOAA
5 laica 177 $.80e-7 COERTCROCCT COCCITOECCSC ACGCACECGE
5 ltallca 4+ 208 9.p4a.7 COTGEECACA CoRC-TS0OCST CCADBECEOR
B distachyon + 128 1.11e-6 GOSCGACCCR CHCCSTEECCNE ARCECTRTGE
S llalca  + 2210 19766 ATAMGOOCT GHCCSCOESNGE CTTTOTTOON
B tatachyon . 975 144¢-6 OCAGOTCCAA CSCCITHOOCHA CTGTACACAL
& diatachyen . it 298e5 CCADGOCOTO GOTCICHNICEC TCTTOGTOGA
. Sativa | 1621 2.980-6  GCOCCACTTT GO0 ToCAASE AACDCARCEC
5 lafca 4 184 45004 OTCOCOGOOCT COCESCESTECD OBACCACTAL
& datechyon 4 1736 494e:8 SCACCACTOC GCOCOOGOCCAC TCCCCAGCGA
5 jafice - 738 £94e-5 COOBUGDGCA COCCHTHCHCA SOGGAGCECS
Lmays 404 5.43a-6  CATCBCOOCT CACOOOCENCIC AYCANTOTGEA
5. bicolor 9 543a-6  AMRGGECCT Go0DHCHEIGACE TTTCTTCE
5 ratica 4 107 £ 06e-6 OTOCENCACS AOCAGCOSASIS CARCESCHOD
C. papays - + 151 65386 TTTCARGACT TICCHCCONOCE GACATOCTCD
Z mays 4 190 8.644-5 GEACCAGARD COCOISCCOTAL COOGCTCOTE
5 falice  + [0 8.64e-6 ACAGTEATEA CCCOUTCCTCIC CICCTCAGTC
Q. Satlea | + 1365 fl.fde-6 CACAGTOTGE COMCCTSCACAL CCCTGTOCTO
B, aafichyon ., 1883 1.02e-5 GASAGACGOC CTOCICCOCCAS MOCACACCAL
B disfachyan | 789 1.02e-5 TCTTOGTITOC CICESCOCO0EE GTEEIECGAC
R commurs 74 {,03e-5 ATTTAATTTE CASCGHCOICTUC THAATTCASE
5. ftalfca 5§17 113§ BETOGTCETE COOC-CTCACSC GROTCAGATA
S, italica 487 {.12¢-5 BACOTCECOC THOCFIGODOAL SCIFTOATOR
5. ffarica 45T 1.32¢-5 CACGECAGOE CHACETCINCAC CEOTCEDOGE
5 Halica 4 1y 1,555 BUGTCTCOCS CEACTECCIOARC CCACACGEAT
C. pagdaya 523 16085 CTTCOTTTGE GoCesaTEE TACCEACACA
B, dislachymm 48 {.83p-§ CTOEPCACCHS ACCESCOCACRC GATOSASACG
Z mays 115 1.83e-5 AGGTUAAGCE COACTECOCTACS TTTGAGENCGE
5. falica . 194 1,535 COTCOTETOO COASSOUCOTED STSOSCDEAL
P Uichacergs . 1475 21355 TAATATSEAS CHODGCCIATAC SATTTCARCT
5. purpured + 1557 7135 TTATCARCTG CHOCHTCCDCCA ACCTTATOOD
S iplica  + 1948 3.12e-5 ASACCACCTA CACSSSHCACKE STGHCREATC




M. truncaiuls - 1844 9,10a7 TTTTTTITAT TTTTATTTITTT ALTAATTTAC
2 T H IHT B4e-013 ¢ papaya - 1923 0.1%s-7 TTTCAAGGECT TETTATITTTTT TTPICTCTCOT
‘*i . rw C papaya - 1175 R.19e-7 BECATCATTT TTTTATTTTTTT TTTTAACTTT
C. papayd - 1643 1.84p-6 ACTCTARTTT TTTTETYTTTIT CTCTCTSOTT
& bicolor + 724 2.38e§ CCATATCCCT TTTGATITETTT TATTGTTECC
3 PuUrRies * 1364 238g-6 TACATCTTGA TTTSATTTTTTIT TITRATTTTA
8 purpurce + 1318 2386 ARTCTTOATT TETOATITITIT ATAATAGOCG
8, disfachyon - 1380 2936 CTTTCTTCTS TITTICTTTITIT AGAAAGGGLG
5 bcolor  + 375 2836 GAATTTGOCT TETTCTITITIT TAATCAGGAA
A thaliang - 1714 Z93e-6  ACARCCTAMC TTTTCTTTTTTT ARTCCACCTA
P tchocsipd + 1543 3A7e-6  OTCOOTARAC TETETTITITTT ATCTTTCCAC
O Batval <+ 1554 434e:F  ARARAMMCCC TETTATTTTCTT TTTGTATATT
5. bicolor =+ 1034 526e-6 MATTTAAGTT TTTTATTTATTT TTGAACSTTC
5. purpurea + 1429 526e-f GSTCOTATATT TETTATTTATTT ATTTAARATT
T cacan 4 a12 §26ef GRARGTTAGG TTTTATITATTT ATTTATTTAT
5. purpured 1255 £80e-6 ARATTTTGAT TCTTATTTTTTT ATTARGTTTT
5. purpurea + 19 SAle-& ATTATCITAT TCTTATTTTTTT TACTTTSCTA
M tncatile 4 A7 6.77e-f TTGRCATTTO TTTTAATTTTTT TTTTTRAGAA
S- purpurea -~ 1105 6.72e-6 CAATCTIGAT TTTTRATITTTT CAAGTATTIT
R commumis - 1780 £.72-6 SAGTTTTCTT TTTTAATTITTT TTGOTTTGAS
M fruncahia 1061 83566 OCGLECAGCCE TTTTATCTITITT TIGTITGTGE
& purpimes - 14BD #3526  GATTETITTA TTTTATTITTTS AUARAGATTA
5, purpies = 1393 B.35¢-6 TTRRTCTTTA TTTTTITITCIT ATARTATTCG
C papays  + 1470 E3%e-6 TTCTTTTTTA TTTTATTTTTTS TAATTITTCOT
Z. mays - 1134 9,590 ATTOGTGAGT TTTTTTTTATTT ATATTGFTCA
P mchocapa = 1658 $.%0e-6 TATTATATIT TTETTTTIATTT TTGATSGTET
R communis 2176 9,500 AAGANCCAGSE TTTUATTTITCTT GOTAATTTTS
B dizfachyar - 1467 1.3fe-5 TECCGTECAT TITIATTITEAY TTTTATITTT
8 distechyon - 1455 1.11e-5 TTATTITTAT TTTTATTTITAT TITCATTTGS
g. napus - 238 1.86e-5 GCARGCTOAR TCTTTITITITI TUTCAADTAR
B nspus  + 44 1.37e-5 CTCACACTAT TTTTTATTTTTT ATTCOTATTA
S, puIpures + 512 1.37%-5 CTEACCACOC TTTICTITICIT TTOTTTTOCC
. purpured + 570 1.37e-% GESGTATTTT TTTTATCTITTT AARTATARTG
b mays - LEE: ] 148e-8 OGCTACCACSC TTTSARATTTTIT COOTCCACCT
5 purpurea + 1153 1485 TIATTTTTGA TPTUANTTETTT STEANTTTTT
B papaya  + 2085 1.72=-5 'TTGARACCTC TITAATCTITIT CTATTOTAGA
F irichocaips + 1760 19«5 TTTATTGCTA TTTOTTTTATTT TATATARTTT
M. fruicsiva + 1357 1.93e-5  TCATAARATG TTTTTTTTTTAT ATARACTACT
M humeatols 1337 1.92¢-% TAAMATAAOC TTTTTTTTTTAT AMICCCRATC
&. papaya 953 1935 ACTGATGSTG TTTSTTTTATIT TTASTCATTG
O, Safive| + 121 2475 GTTCATATTT TTECATITITTT CATRACTATT
Z mays 117 136e-5 CEACTCGTTT TTTTATTATTIT AATTTOTGTC
P inchacarpa - 1318 2.36+-5 CTARGAGCAT TTETATTATTIT CCTATECTAA
B. napus 456 2,365 GAATTTATTA TTITTTOTITTT ARATGATICG
Tcacan + 355 236e-5 TTOGAGTTAT TTTTCTCTITIT TTGGGGTTITA
M. acuminata - 713 2.73%-5 CCICTTITIC TTECITITITTS GTCTGATGRA
S bicotor - 133 28le-5 ARTCATCTCS TCTTATTTICIT GGTCTAETISN
C. popays + a4 3.15¢:5 CATTATAAMA TTTTTTTTTTTA AAMARARANT
Z maps: 4+ 543 3.85e-5 CTGAEGTCAA STETTTTTITTT CTAGTGAAAA
C. papaya 4+ 1858 40925 TAEATCTGAT TTITCTITITEA TETTATTITT
B. disfachpan - 1339 1,286 CTTGERATECA ACACTETOGC GCCACTCCTC
;S A G 51003 zZmas + 1982 128e-6 GACARGGCGC ACACSTOGC GGATAAGGAC
: AL l=3 W ; R cammanis 4 1601 1.78e-6 GCRCATTATT ACACSTOCC ABAGRTCGER
=N G papaya - 1667 2.56e-6 GATTCTGARA ACACCTOCC TTTCTTAGAA
Zmays  + 1081  3.8%e-6 AACAACCTTA TCACOTSGC TACGTAGACT
5 hicolr - 1245 3.B%e-6 GTATCACCTA TCACGTIGC TETGAGEACT
0. Saffval + 7a5 305§ TACTATACER TCACETOCC TGTGTTGACC
A thaiiana - 1072 7.29e-6 TAATTCAARA ACACCTOTC TTCATATTAT
B.napus - 1033 7.292-6 TGETAATECG ACACGTOTC TTCGAAGAST




C. papaya

M gouminita -
P irchacapa +
M. acuminata +
B, distachyon +
B distschyon -
R. communiz -
P, nchacane -
P inchocerps +
M truncaluie -
5 plrpumg -
R commung -
0 Salbval =

1335
1699
1408
52
1719
Gah

1501
764
1111
2019
330
1410

1.84a-5
2.13e-5
2.13e-5
1.84e-5
2.84e-5
1.84:-5
Taae-5
3635
3.63e-5
3.63e-5
1.63e-5
36305
1765

TCCETTACCG TCRCOTROC GETTEEGCOCT
ABTEEAGESE ACACCTZUT AGCTBGTEAT
AACATOETETT ACAROCTSOT ACCOCATATA
GCEACATTCA TCACGTECT TTATOBCTEE
CRCGEACERC CCACITRENC ACCACTCOGE
RCTGEGRAGS TCACOTELT RATAACROCA
CCTGCRTGECT TCECOTECC TIGGTCTGAT
TCATTTTGCT ACRCOTHCT ACTTTRATAT
CASTGGECCTT ACROSTHTT TECCTTGEAT
TTEETTEHETG ACSCOTETC CITAGTITATT
TASSCTOEAT ACACOTECT GATTATCOCCE
CTGCTCRACCR ACGCOTHOC TRCTGGCTTT
TETCCTSAGE ACACGTEES GCATCCTCAC




Cuadro 2.4. Descripcion de la posible funcién que puede desempeniar el motivo 1, observado en los promotores ortélogos de DREB2.

Motivo sobre- Similitud FT E-value Elementoreguladoren Funcion/Referencia
representado cis putativo

c cc cc RAP26 1.53e-02 GCC box En  respuesta a

-------- patogenos y en
respuesta a jasmonato y
gtileno (Takagi et al,

LA o o Q cc EC DEAR3  1.95e-02 2000; Brown et al,
@ 3.3e-013 o

n
n
-I‘."}
Q
0
0

L e 2003)
) g Cc Qg RAPL3  3.56e-02 CGCG box En respuesta a acido

J4 00 SEVCEYYTEXA salicilico, etileno, acido
: abscisico y  sequia

" (Merillon y Ramawat,
g CA ERF1  3.72e-01 Zﬂ‘l'l}.

"""""" G box En respuesta a luz

. blanca y uv,
C DREB2C 1.69e+00 anaerobiosis,

......... componentes fendlicos y

' desarrollo  (Meier vy
™ c Aé& AQC MYB55 2.45e+00 Gruissen, 1994,
J i - (2) Srivastava, 2002)

----------




Cuadro 2.5. Descripcion de la posible funcion que puede desemperiar el motivo 2, observado en los promotores de los ortélogos de DREB2.

Motivo sobre- Similitud FT E-value Elementoreguladoren Funcién/Referencia
representado cis putativo
AlT-rich Actividad enhancer

— T e - A = P o

— =T Eal A e
--------

________

i AT .. woxis 1ssesno

; sssiec s B

RVE1(2) 2.45e+00

(Lamb et al., 1996)
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Cuadro 2.6. Descripcion de la posible funcion que puede desempeniar el motivo 3, observado en los promotores de los ortélogos de DREB2.

Motivo sobre- Similitud FT E-value Elementoreguladoren Funcion/Referencia
representado cis putativo

........ a salinidad, a écido
T o absicico y a sefiales de
<

N elsy=t Ca? (Hobo et al., 1999;
S C ORA47  8.32E-01 Shen et al, 2007
@ 1.6e-002 SEESYYIET @

Finkler et al., 2007).

< O

cc 3! cc Ac TCA bzipeo (2) 6.75%e-01 ACGTG (ABRE) En respuesta a sequia,

=
]
'l
=]
4

g G box En respuesta a luz
Gl cc _--::C ATERF1 3.32e+00 blanca y uv,
i S anaerobiosis,

Cc componentes fenolicos y

il desarrollo  (Meier vy
.FCA V. C(; “ﬁ;}““ e Gruissen, 1994:
> Srivastava, 2002)

j c CC Cc raP26 38te+00  GCC box Sefializacion por Ca?* |,
=W VW

en respuesta a
patogenos y etileno

e Q CC Q (Singh et al., 2002).
i 2GS RAPZ3 4086400
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Cuadro 2.7. Descripcion de la posible funcion que puede desempeniar el motivo 1, observado en los promotores ortélogos de RAP2.4A.

Motivo sobre- Similitud FT E-value Elementoreguladoren Funcion/Referencia
representado cis putativo

= por frio, a deshidratacion

c E Q DEAR3  1.48e-01 GCCGAC (DRE) En respuesta a estrés
---::*-'tE =
%

Ll

-i-i'llrni =

-awn

y a estres osmotico
s - (Maruyama ef al., 2011;
1 C  RAP26 295D Roychoudhury ef al.,

(1) 11e-019 - " T D

) C C ORAAT (2) 4.23e-01 GCC box Senalizacion por Ca?* |
c _

en respuesta a
patogenos y etileno

(Singh et al., 2002)
i-
,—.—,__C ..:c -‘_: RBITS el CGCG BOX En respuesta a acido

salicilico, etileno, acido

| abscisico y  sequia
" c cc c DREB2C  4.49e-01 (Merillon  y  Ramawat,
TYTYYVYY 2011).

. G BOX En respuesta a luz
_ C ATERF1 5.44e-01 uv.

T —

blanca y
anaerobiosis,
componentes fendlicos y
desarrollo  (Meier vy
Gruissen, 1994,
Srivastava, 2002)

n.
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Cuadro 2.8. Descripcion de la posible funcién que puede desempeniar el motivo 2, observado en los promotores ortélogos de RAP2.4A

Motivo sobre- Similitud FT E-value Elementoreguladoren Funcion/Referencia
representado cis putativo

AHL20(2) 8.54e-01 A/T-rich ﬁt;tmga;: » mgg};ancer

T I]-.AI _ _AII YAB1 9.93e-01
(2) 84013 o e

ATSTTe] muzo s

" A@I@ $$II AHL25(3) 201e+00

o 09090 AT I §Sn ar}u

!; 1 éAI . ATT Icu4 4.83e+00

;i:.'
:|J=-
e |
'H

5 é TaAGA

®F M o@ = & @

————————

Al e e
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Cuadro 2.9. Descripcion de la posible funcion que puede desempeniar el motivo 3, observado en los promotores ortélogos de RAP2.4A.

Motivo sobre- Similitud FT E-value Elementoreguladoren Funcion/Referencia
representado cis putativo

1 ‘CCAC T PIF3 1.56e:01  ACGTG(ABRE) En respuesta a sequia,

JEWIVWY 1 W a salinidad, a a&cido

C IQ o abscisico y a sefales

= £ & 4 B4 -0 B de Ca® (Hobo ef al,
HCAC T ® MYC4

= S 1999; Shen et al., 2007;
@ 5.1e-003 = Finkler et al., 2007).

-
QAQ T MYC3 27801  G-Box En respuesta a Iluz
i ™ - E TR

blanca y uv,

> anaerobiosis,

gl_LI' A ]' componentes fendlicos y
1R » cn MG blPo0(2) 34201 desarrolic  (Meier y
T s Gruissen, 1994;

Srivastava, 2002)
" c c MYC2 5,70e-01
i B - q

P M ww Came W e

|
gITAc TnI ANACS5  2.16e+00




2.4 DISCUSION

La transcripcion de los genes es controlada por los factores de transcripcion los cuales se
unen a secuencias cortas de DNA conocidas como sitios de union a factores de
transcripcion o elementos reguladores en cis. Estos elementos usualmente son muy cortos
y altamente degenerados, pero en realidad no hay un estimado en el tamafio que puedan
tener los elementos regulatorios, hay autores que proponen gue sSon secuencias entre 5 a
10 nucledtidos, entre 5 y 15 u otros concuerdan que estan compuestos de 5 hasta 20 pares
de bases (Korku¢ et al., 2014; Nagvi et al., 2016), aunado a la frecuencia y variabilidad que
pueden tener hacen que las predicciones se enmarquen en una situacion dificultosa, por
ello con la ayuda de las herramientas bioinforméticas se busca reducir falsos positivos
durante el andlisis, sin dejar de lado la sensibilidad de las predicciones. En este sentido,
muchos programas estan disponibles para facilitar la busqueda de motivos, en el caso de
plantas, la plataforma PLACE ha sido una de las mas utiles, este tipo de algoritmo analiza
una secuencia dada e identifica los posibles sitios de unién de factores de transcripcion,
identifica cada motivo putativo independientemente, sin considerar la asociacion entre
motivos para precisar algun complejo de regulacién, 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 facilitd la
identificacion de un mayor nimero y diferentes clases de elementos, en comparacion con

MEME, sin embargo MEME permitié la prediccién de motivos putativos “huevos”.

De acuerdo al analisis comparativo entre los promotores de los ortdlogos pudo observarse
gue existen regiones muy conservadas entre los promotores y entre especies de los
diferentes taxones, aunque para la mayoria 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 regulacién similar. En este mismo contexto,
aunque no todos coinciden con algin motivo ya descrito, MEME los relacion6 con factores
de transcripcién que en estan implicados en la respuesta a estrés por factores biéticos o
abioticos, asi como en diferentes tipos de procesos biolégicos, por ejemplo en algunos
promotores de los ortdlogos de DREB2, cuyos elementos reguladores también se ubicaron
en C. papaya, el motivo 2 (TAATTA) que podria asociarse al motivo AT-hook o al elemento
A/T-rich, es reconocido por AHL20.2 (factor de transcripcion 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 o6rganos, implicado en el metabolismo del nitrogeno, 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 sequia, estrés abibtico)
(Thatcher et al., 2012; Wunderlich et al., 2014, Li et al., 2015); el motivo 8 (GGGCCCCACQC),
reconocido por TCP15 (implicado en desarrollo, ciclo circadiano), MYB55 (involucrado en
respuesta a estrés por sequia y calor) (Mukhopadhyay y Tyagi, 2015; Casaretto et al, 2016)
y el motivo 9 (GAAATATCTAGA), reconocido por MYB-RVEL (en biosintesis de auxinas y
elongacién de hipocotilo), CCALl (regulacién del ciclo circadiano, participacion en
condiciones de estrés por frio), KAN1 (desarrollo de la hoja y regulacion por auxinas) (Kwon
et al., 2013; Huang et al., 2014; Grundy et al., 2015). En el caso de los promotores de los
ortélogos 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 osmotico y
sequia), ORA47 (envuelto en la biosintesis de JA y ABA, estrés por dafio mecéanico y estrés
hidrico), RRTF1 (regulacion de la sefalizaciébn 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
Oelmdller, 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 (sefializacion por JA en respuesta a patdgenos, MYC2: estrés por sequia), bZIP60
(en la respuesta a estrés en reticulo endoplasmico) y NAC55 (en respuesta a estrés por frio,
calor, patégenos, en la sefializacion por ABA y JA) (lwata et al.. 2008; Calvo-Fernandez et
al., 2011; Niu et al., 2011; Hosain et al., 2016, Niu et al., 2016); el motivo 4, reconocido por
WOX13 (biosintesis de acido giberélico, diferenciacion celular, estrés abidtico y bidtico)
(Deveaux et al., 2008). También se descubrié 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, analisis hecho de
manera individual para el promCpDREB2 y promCpRAP2.4A, se ubicaron principalmente los
elementos ABRE con la secuencia consenso ACGTG, este elemento estd asociado en la
respuesta a deshidratacion y salinidad, asi 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 regulacion por ABA, requieren de varias copias, asi como de algunos
elementos de acoplamiento (CE), hasta ahora los mas conocidos son CE1 (TGCCACCGG)
y CE3 (ACGCGTTCCTG), que son parecidos al elemento ABRE. Asi 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 transcripcion tipo bZIP,
los cuales son inducibles por estrés osmdtico, 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 adicion, el
elemento ABRE es muy parecido al motivo G-box (CACGTG), esta secuencia esta presente
en muchos promotores regulados por luz, y se ha demostrado ademas 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
transcripcion 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 regulacion de otros genes, se ha visto
que DREB2A est4 directamente relacionado con la induccion de genes codificantes para
HSFs, por lo que DREB2A tiene una regulacion positiva bajo condiciones de estrés por
calor, ademas de la que mantiene en sequia 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). Homologos a DREB2A, como DREB2b también se une a
este tipo de secuencia y es inducido por estrés hidrico al igual, No obstante, la variabilidad
entre elementos reguladores y su interaccion con los FTs sigue siendo inconcluso y pone en
discordia la premisa sobre la absoluta especificidad de un factor de transcripcion hacia una
secuencia fija, puesto que se ha visto que DREB2A puede reconocer variantes del elemento
DRE, tales como A/GCCGACNT y A/GCCGACNA/GIC, pero prefiere a ACCGAC o
GCCGAC (Yamada y Spangerberg, 2010). Algo similar ocurre con DREB1A, que tiene una
alta correspondencia con la variante AAIGCCGACNT, y aunque este gen es inducido por frio,
coinciden con DREB2A en regular a genes como COR15 (a y b) y KIN1-2, indicando la
existencia de un entrecruzamiento entre la expresién de genes inducida por frio y sequia, 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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expresion DREB2A y su participacion en condiciones de estrés en diferentes especies, pero
son pocos los que tratan sobre sus promotores para inferir su regulacién, en referencia al
estudio dl promotor de DREB2A, la informaciébn que se genera es orientada hacia la
explicacién 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 vy colaboradores (2011) elaboraron versiones truncas para el promotor de AtDREB2A
(de tamafio aproximado a 1800 pb rio arriba del codon ATG), en la que destacan la
inducibilidad de este en respuesta a ABA y salinidad y de su correlacion 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 conservacion 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 frio, datos que les hace suponer sobre la compleja
red de sefializacion en la que estos factores de transcripcion estan intrincados. En este
trabajo, pese a que se encontraron algunos patrones en las secuencias conservadas entre
algunas especies y papaya, si se observaron muchos méas elementos de regulacion
diferentes o con variantes. Por lo que se propone que el estudio de un promotor debe ser

abordado sistematicamente y analizado caso por caso.

Siguiendo con la interpretacién, se encontraron dos repeticiones del elemento DREZ2
(ACCGAC) en promCpRAP2.4A y una repeticion 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 via de sefalizacion
independiente de ABA en el estrés por sequia y se han reportado que este motivo esta
relacionado con varios tipos de estreses mas (Scheel y Waternack, 2002). También se
apreciaron elementos relacionados a DRE con sustituciones en las bases flanqueantes en
direccion 5. DRE fue primeramente identificado en el promotor del gen rd29A que responde
a la deshidratacion causada por estrés osmatico, el cual codifica para una LEA, quien es
inducida durante la maduracién del embrion 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 induccion de rd29A a bajo condiciones de sequia, salinidad y bajas
temperaturas que conducen a un estrés osmético via independiente de ABA.
Subsecuentemente, nuevas clases de elementos DRE se han identificado como el elemento
CRT (CCGAC) descubierto en genes inducibles por frio en Arabidopsis, actualmente se

sabe que esta secuencia es de suma relevancia para la induccién de muchos genes en esas
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mismas condiciones. Estudios recientes evidencian que algunos motivos DRE/CRT aunque
actuan de diferente manera, pueden responder siguiendo un mecanismo ABA-dependiente,
i.e. el elemento de respuesta a deshidratacion 2 -DRE2 (ACCGAC)- identificado en el
promotor de rabl7 de maiz, el cual interviene ABA—dependiente en la respuesta al estrés
osmético por sequia. En este mismo gen se descubrié otro elemento, indicado como DRE1
(ACCGAQG), el cual tiene que ver con procesos de desarrollo celular, al regular de forma
ABA-dependiente la maduracion del embrion (Kizis y Pagés, 2002; Saleh et al., 2005).
Estudios sefialan que DREB2A y DREB2B se unen a la secuencia DRE, aumentando la tasa
de expresion 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 sequia y por ABA, y por tanto regulado ABA-independiente en
funcién del elemento CRT, esto fue hasta que Haake y colaboradores (2002) demostraran
que CBF4 (a diferencia de otros CBFs) no cambia su expresion en respuesta a frio, pero si
es inducible por sequia y por tratamientos con ABA, validando el hecho que CRT esta
inmerso en la sefializacién ABA-dependiente. En concordancia con lo anterior, los patrones
de expresion de los genes DREB2 bajo condiciones de sequia 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 insinla que la presencia de
elementos tipo DRE, DRE/CRT y DRE2 posiciona a DREB2 en confluencia de varias rutas

de sefializaciéon al mismo tiempo bajo determinado estimulo, como el generado por sequia.

En el caso de RAP2.4, diferentes estudios apuntan que este factor de transcripcion funciona
como un trans-activador de genes, mediados por los elementos DRE y GCC-box (también
llamado elemento ERE), interviniendo en la regulacion de la expresion de genes que
responden al etileno, deshidratacion y luz, y se ha comprobado que es capaz de regular su
expresion al unirse al elemento DRE de preferente manera en comparacién a ABRE (Feng
et al., 2005; Dong y Liu, 2010). Lin y colaboradores (2008) demostraron que RAP2.4 es
regulado positivamente por sal, sequia y dafio mecanico, pero desregulado por luz. Por
ejemplo, ese ha visto que actia como un regulador positivo en la inhibicion de la elongacion
del hipocotilo mediada por luz y como un regulador negativo en la inhibicién de la elongacion
de la raiz 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, asi mismo,

RAP2.4A impacta sobre la expresion de otras proteinas de cloroplasto que participan en la
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adaptacion a las variaciones ambientales. Este mismo grupo de investigacion, determind
gue el elemento C3-like es crucial para llevar a cabo la regulacion de 2CPA, pues aunque la
region 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 regulacién que media
RAP2.4A en otros genes, asi como de los que lo regulan. A la fecha no se tiene
documentado sobre qué tipo de elementos reguladores estan presentes en el promotor de
RAP2.4A y de su relacion 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 actia como sitio de unién de un gran numero de factores de transcripcion
de la familia ERF, los cuales tienen un papel importante en la defensa ante patégenos
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 estan comprendidos en la sefalizacion por ABA, ET y luz, y en
dafio mecéanico. 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
rapidamente y diferencialmente en condiciones de temperaturas extremas, por dafio
mecanico, por la sefalizaciébn de hormonas como ABA, JAy SA, y por especies reactivas de

oxigeno (Yang y Poovaiah, 2002).

En ambos promotores se encontraron elementos W-box (TGAC/GTCA), aunque con mayor
namero de repeticiones en proCpDREB2. Las W-box son reconocidas por los FTs WRKY,
factores de transcripcion 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 multiples 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 abibtico, como OsWRKY74 de arroz que modula
el proceso de inanicién por hierro y esta implicito en el estrés por frio, 0 FCWRKY70 de
Fortunella crassifolia envuelto en la tolerancia a sequia y sintesis de putrescina, o

GmWRKY13 de soya, que participa en el estrés por sequia 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, sequia y resistencia a patdégenos. 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 Il H* de Zea mays Yy 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 excepcion del promotor de DREB2, se ubicé 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 transcripcion 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 proteinas MYB, proteinas que
participan activamente en la respuesta a estrés por sequia y a ABA como AtMYB2, también
algunos otros estan implicados en la respuesta por ABA y JA y en la tolerancia a sequia
como AtMYBO096, 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 transcripcion con el mismo
nombre, y se sabe que estos actian de manera ABA dependiente e independiente,
regulando la expresién de gene durante situaciones de estrés osmotico, y se ha observado
gue en algunos casos tanto MYC como MYB actlan cooperativamente, esto ocurre en el
caso del gen rd22. Al igual, los FTs MYC actuan regulando positivamente la resistencia ante
patdgenos mediada por sefalizacién de JA (Alves et al., 2014).En general, varios autores
coinciden que aquellos genes que poseen motivos de union del tipo bZIP, MYC, MYB,

AP2/ERF y dedos de zinc se caracterizan por ser sefial-inducible (Ambawat et al., 2013).

Para terminar este apartado, si bien la validacion del promotor en sistemas heter6logos
sigue siendo un prerrequisito fundamental, ya sea con fines de ciencia basica o aplicativos,
este procedimiento aun mantiene ciertos inconvenientes, pues ocurre que algunos de los
factores de transcripcion clave en la regulacién del promotor a prueba no se encuentran en
el modelo heterélogo. Por esa razdén hay que considerar tener el control sobre todas

aquellas variables que pueden afectar sobre una adecuada interpretacion 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-bhox, MYB, MYC y DRE2. La presencia de estos motivos sugiere que los
factores de transcripcién podrian responder a la variedad de situaciones en las que estan
implicados dichos sitios de union (particularmente en estrés abidtico), segun reportes
comparados con otras especies, pero aun se requiere de analisis experimentales que lo

comprueben.

Los promotores y elementos reguladores no estan claramente definidos y son muy diversos,
por lo que se insinda que cada gen tienen un arreglo Unico que establece a su vez una

regulacion espacio-temporal Unica.

Finalmente, aunque describir las secuencias reguladoras que se encuentran en los
promotores es fundamental para comprender de manera global su posible regulacion, no es
suficiente, no es del todo concluyente, por lo que también se requiere de tener un
conocimiento preciso de sus interacciones con las proteinas reguladoras. La caracterizacion
funcional de promotores mediante ensayos de expresion transitoria ha mostrado ser una
estrategia rapida y de bastante utilidad que permite dar una aproximacién cualitativa sobre
el promotor, es decir, indica si un promotor es o0 no inducible, por ejemplo. En tanto que, las
estrategias como EMSAs, ensayos de uno o dos hibridos y méas recientemente la
implementacién de la técnica ChIP, permiten indagar sobre las interacciones entre DNA y
proteina, pero éstas técnicas aun siguen siendo deficientes. A la vez, que la acumulacion 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 caracterizacion de los motivos nuevos encontrados para

determinar si realmente cumplen con una funcion.
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CAPITULO Il

AISLAMIENTO Y CLONACION DE LAS REGIONES PROMOTORAS
PUTATIVAS DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION DREB2 Y RAP2.4 DE

Carica papaya var. Maradol

3.1 INTRODUCCION

Hoy en dia se han aislado numerosos promotores de una gran variedad de organismos, y
las plantas resultan ser modelos atractivos de andlisis debido al uso agricola de muchas
especies. En este marco, la basqueda de nuevos elementos que les permitan adaptarse a
condiciones adversas o mejorar su calidad ha sido uno de los objetivos de la biotecnologia
moderna, por ejemplo, en el contexto del aislamiento e identificacibn 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 regulacién transcripcional global.
Para el analisis de dichos promotores se hace uso de una gamma de herramientas
bioinformaticas que implican la prediccion de secuencias putativas, asi como la anotacion de
la posible funcionalidad en bases de datos especificas. Asi mismo, la rapida acumulacion de
datos a escala como la secuenciacion de genomas, la anotacién y prediccion de genes, los
perfiles de expresion génica y entre otros, han facilitado el descubrimiento de elementos
regulatorios que permiten preguntarse y acercarse al rol que juegan en la sefializacion

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 regulacion transcripcional, con ello,
la prediccion de las secuencias promotoras y sus elementos reguladores en cis se han
convertido en topicos de rutina debido a los avances recientes en transcriptomica y
secuenciacion de genomas vegetales. No obstante, la prediccion de los elementos
reguladores pueden o no ser funcionales, por lo que es sugerente demostrar su contribucién
a la actividad del promotor (Finer y Hernadndez, 2014). De ahi que la identificacion y
caracterizacion del promotor y sus elementos regulatorios representa un paso crucial para el
logro del control de la expresion génica al momento de darle una aplicacion biotecnoldgica
(Nagvi et al., 2016)
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3.2 MATERIALES Y METODOS

El objetivo de esta seccion es poder aislar y clonar las regiones promotoras de los genes
DREB2 y RAP 2.4 y generar las deleciones 5 de ambas porciones genomicas, todo lo cual
servira 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
propésitos.

C. papaya cv. Maradol

DREB2 (A) RAP2.4(B)

= =
1 Vectores de desting
\ectores de entrada reporteros (RFF)
. A - B
N = :: e
> >
> >
SECUBNCIAT  m— 21é4 A ~ E
- * '--._\ # -H‘\\.
> —_:
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Figura 3.1. Esquema representativo de la estrategia para la elaboracién de las construcciones

que se emplearan a lo largo de este trabajo.
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3.2.1 AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO

Se tomo6 200 mg de tejido foliar de una planta de 4 meses de edad de C. papaya var.
Maradol y se le adicion6 1 mL de buffer TELT (Tris 50 mM pH 8.0, EDTA 63 mM, Triton X-
100y 2.5 M de LIiCl), se maceré hasta que el tejido quede totalmente homogenizado y se
centrifugd a 10 000 x g por 5 min a temperatura ambiente. Se recuperd el sobrenadante se le
adicion6 un volumen igual de fenol:cloroformo (1:1v/v) y la mezcla se agitd vigorosamente.
Luego, se centrifug6 a 10 000 x g por 5 min para separar las fases. Se tom¢ la fase acuosay
a esta se le afiadié un volumen equivalente de etanol absoluto frio. Para precipitar los acidos
nucleicos, la mezcla se incub6 por 24 h a -20 °C. Para empastillar los acidos nucleicos, la
mezcla se centrifugé a 15 000 x g por 10 min y 4°C. Posteriormente, se realizaron 2 lavados
con etanol al 70% vy el pellet se resuspendiéo con 40 pL dH20 libre de nucleasas. Se le
adiciono 1 pL de RNasa A (1 mg/ pL) y se incubd la reaccion por 1 h. La cantidad y pureza
del DNA gendémico se estim6 por espectrofotometria a 260 nm y mediante el cociente
260/280 nm, respectivamente; su integridad se evalu6 cargando el gDNA en un gel de
agarosa al 1 %, en amortiguador TAE 1X (Tris 242g/L, &cido acético glacial 57.1mL/L y 100
mL EDTA 0.5 M) y revelado con bromuro de etidio.

3.2.2 AMPLIFICACION 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
disefiaron  oligonucledtidos 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 especificamente especificos que anillan en la region ~2150 rio arriba del ATG de
ambos genes. Las condiciones de PCR empleadas fueron las descritas en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Mezcla de reaccion de PCR para amplificar las regiones promotoras putativas.

Componente Volumen (uL)
gDNA 1.0
Oligonucledtidos mix F y R (10 uM) 1.0
dNTPs mix (10 mM) 1.0
amortiguador Phusion HF 5x 10
DNA polimerasa Phusion HF (2 U/uL) 0.3
dH20 libre de nucleasas 36.6
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Para amplificar estas regiones se empled un programa de PCR tipo touchdown, el cual
implicé un paso de desnaturalizacién inicial a 98 °C durante 1 min, seguido de 10 ciclos
conl0 s de desnaturalizacién 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 extensiéon de 1 min 25 s a 72°C y 30 ciclos
mas con 10 s de desnaturalizacion a 98°C, 15 s a 59°C para el alineamiento y una extension

de 1 min 25 s a 72°C, con una extension final de 10 min a 72°C.

Los fragmentos amplificados fueron resueltos en un gel de agarosa al 1.2% tefido con
bromuro de etidio. Finalmente, cada producto de PCR se purificé 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 CLONACION DE LOS PROMOTORES PUTATIVOS EN EL VECTOR pGEM®-
T Easy

Luego de purificar los amplicones, se procedié a adenilarlos ya que la polimerasa empleada
deja extremos romos durante la amplificacion y no pueden ser clonados en el vector

pGEM®-T Easy. La composicion de la reaccion se detalla en el Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2. Composicién de la reaccién de adenilaciéon de los amplicones obtenidos.

Componente Volumen (uL)
Amplicon (50 ng/uL) 5.0
Amortiguador Go Flexi Taq (5x) Promega® 4.0
dATP (10 mM) 0.4
MgCI2 (50 mM) 0.6
Go Flexi tag (5 U/uL) Promega® 1.0
dH20 libre de nucleasas 9.0

La reaccion se dejo a 72°C durante 30 min. Posteriormente, los amplicones adenilados se

ligaron en vector tal y como se indica en el Cuadro 3.3.

64



Cuadro 3.3. Composicion de la reaccion de ligacion de los fragmentos en el vector pGEM®-T

Easy.

Componente Volumen (uL)
Amplicén (50 ng/uL) 5.0
Amortiguador Rapid Ligation 2x 1.0
Vector pGEM®-T Easy (50 ng/pL) 0.5
T4 DNA Ligasa Promega® 1.0
dH20 libre de nucleasas 2.5

Posteriormente, se transformaron células calcio competentes de E. coli DH5a con las
construcciones obtenidas. Para ello, las células se descongelaron en hielo, se les adicion6
150 ng de la ligacién 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 adicion6 0.5 mL de
medio LB liquido y se dejaron crecer por 1 h a 37°C y 200 rpm. Finalizado este tiempo se
plaquearon 100 pL del cultivo en medio semisolido 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

aparicion de colonias.

3.2.4 ELIMINACION DEL PROMOTOR 35 S DEL VECTOR pH7RWG2

Para analizar la funcién de los promotores, se pretende emplear el vector pH7RWG2, al cual

se le removi6 el promotor 35S. En la Figura 3.2 se presenta el esquema del vector.
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Figura 3.2. Esquema del vector pH7RWG2 en el que se muestra la disposicién del casete

Gateway entre el 35S y la RFP.

De esta manera, para poder ser usado en este trabajo, se decidio eliminar el promotor 35S,
de tal suerte que quedase disponible pare ser usado como vector de destino, para probar
promotores. Asi que, se procedio eliminar este promotor. Para ello se realiz6 una digestion
doble del pH7RWG2 con Spel y Hindlll, de acuerdo al Cuadro 3.4.

Cuadro 3.4. Composicion de la reaccion para digerir el vector pH7RWG2 con Spel y Hindlll.

Componente Volumen (uL)
Vector pH7RWG2 (50 ng/pL) 2.0
Amortiguador Multicore 10x (Promega) 2.0
Spel (5U/ pL) (Promega) 1.0
Hindlll (5U/ uL) (Promega) 1.0
dH20 libre de nucleasas 14.0

Posteriormente, para poder religar el vector, se procedié a hacer los extremos romos. Para
tal fin, el vector linearizado, se purific6 mediante con el paquete Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System de Promega® y se eluy6 en 6 pL de agua libre de nucleasas. El eluato
se trat6 con la T4 DNA Polimerasa, para eliminar los extremos cohesivos. Esto se realiz6é de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5. Mezcla de reaccion para eliminar los extremos cohesivos en el vector pH7TRWG2

tratado con Spel y Hinlll, usando la T4 DNA polimerasa.

Componente Volumen (uL)
Vector pH7RW G2 digerido y purificado 6.0
Amortiguador T4 DNA ligasa 10x (NEB) 2.0
dNTPs (1 mM) 1.0
T4 DNA polimerasa (5U/ uL) (NEB) 1.0
dH20 libre de nucleasas 10.0

La mezcla se incubd por 30 min a 12°C y luego se paro calentandola a 65 °C, tras lo cual se
agregd 1 uL de T4 DNA ligasa (5 U/uL). Esta reaccidn se puso a reaccionar por 16 h a 4°C.
Finalmente, la reaccidn completa se us6 para transformar células de E. coli DH5a. La
transformacién se puso a crecer en medio LB+Amp (100 mg/mL) y las clonas
transformantes se analizaron por digestion para corroborar la eliminacién 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 reaccion (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6. Composicion de la mezcla de reaccion de las clonas seleccionadas para

confirmar la pérdida del 35 S.

Componente Volumen (uL)
Vector (50 ng/uL) 2.0
Amortiguador Multicore 10x (Promega) 2.0
Smal (5U/ pL) (Promega) 1.0
dH20 libre de nucleasas 15.0

Ademaés se realiz6 una doble digestion (Cuadro 3.7).

Cuadro 3.7. Composicién de la mezcla de reaccion del control (pH7RWG2 vacio) para

demostrar la presencia del promotor 35 S.

Componente Volumen (pL)
Vector (50 ng/uL) 2.0
Amortiguador Multicore 10x (Promega) 2.0
HindlIl (5U/ pL) (Promega) 1.0
Xbal (5U/ pL) (Promega) 1.0
dH20 libre de nucleasas 14.0
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La mezcla se incubd por 1 h y la mezcla se resolvié en un gel de agarosa al 1%. Finalmente

se reveld con bromuro de etidio.

3.2.5 CLONACION DE LOS PROMOTORES PUTATIVOS EN EL VECTOR pDONR
221

Luego de confirmar la correcta clonacion de los fragmentos en el vector pPGEM®- 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 composicion
de las reacciones de amplificacién fueron las mismas que las empleadas en la primera

amplificacién de los fragmentos.

Una vez obtenidos los fragmentos, estos se purificaron a partir de banda usando el kit
Minelute® Gel Purification de Qiagen, segun la descripcion del fabricante. Luego, los
amplicones se emplearon para efectuar la recombinacion BP en el vector de entrada

pDONR™ 221 de Invitrogen. Las especificaciones de la reaccién se dictan en el cuadro 3.8.

Cuadro 3.8. Composicion de la reaccion BP usada para insertar los amplicones en el vector
pDONR 221.

Componente Volumen (uL)
Vector pDONR 221 (150 ng/pL) 1.0
Amortiguador TE, pH 8 5.0
Producto de PCR attb (100 ng/ pL) 1.0
BP clonasa I 1.0

Las reacciones se dejaron incubando a 25 °C 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 seleccion de las

clonas transformantes se hizo en medio semisélido con kanamicina (50 pg/mL).
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3.2.6 RECOMBINACION 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 composicion

de las reacciones manejadas se indica en el cuadro 3.9.

Cuadro 3.9. Composicion de la reaccion de recombinacioén en el vector de destino.

Componente Volumen (uL)
Vector pH7RWG2 (150 ng/uL) 1.0
Amortiguador TE, pH 8 3.0
Vector de entrada (150 ng/ pL) 5.0
LR clonasa Il 1.0

Las reacciones se dejaron incubando a 25 °C durante 12 horas y luego se transformaron
células de E.coli XL Blue con el protocolo ya descrito. La seleccién se hizo en placas con

medio LB adicionado con Espectinomicina (100 pL/mL).

3.2.7 TRANSFORMACION DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS CON LAS
CONSTRUCCIONES EN EL VECTOR BINARIO

Para transformar Agrobacterium tumefaciens con las construcciones de interés se uso la
cepa EHA105 portador del plasmido pCH32 (este pladsmido 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, asi como la expresion de la construccion

de interés).

Primeramente se usaron alicuotas de 75 pl de células quimiocompetentes a los que se
adiciondé 1 pug de DNA plasmidico de cada construccion y se incubaron durante 15 min en
hielo. Luego se sumergieron en nitrégeno liquido 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 adicion6 0.5 mL de medio YEP, se incubaron por 4-5 horas en
agitacion 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 descartd el
sobrenadante y con el remanente de medio se resuspendié la pastilla y se plaquearon en

medio YEP semisélido 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 dias 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 funcién, la o
las zonas que poseen sitios de regulacion importantes para los promotores. La propuesta se

esquematiza en la Figura 3.3.

3.2.9. SECUENCIACION Y ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS

La secuenciacién de los fragmentos clonados en los diferentes sistemas de plasmidos se
realiz6 mediante secuenciacion por Sanger en el Instituto de servicios genomicos del
Laboratorio Nacional de Gendmica 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 analisis funcionales.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 AISLAMIENTO DE gDNA DE Carica papaya Y CLONACION DE PROMOTORES

Para proceder con el aislamiento de las regiones promotoras, primero es imprescindible
contar con gDNA de buena calidad. Asi que después de aislarlo y purificarlo, se visualizd en
un gel de agarosa. El resultado se presenta en la figura 3.4.

Maradal

Figura 3.4. Analisis de integridad del gDNA de Carica papaya aislado de hoja.

Después de lo anterior, se procedié 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.
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Figura 3.5. Amplificacion 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 clonacion anterior se procedid a realizar las deleciones del promotor DREB2,
empleando para ello enzimas de restriccion. En la figura 3.6 y 3.7 se presenta la imagen de
la confirmacion con PCR de las deleciones del

promotor DREB2 y RAP2.4a,
respectivamente.

pGem-T-Easy

dreb 2-Xbal
dreb 2-Mscl
dreb 2-EcoRl |
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2500pe —
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Figura 3.6. Confirmacion por PCR de las deleciones hechas para DREB 2 clonados en pGem T
easy., empleando los primers attB1-pGEM F y attB2-Dreb2a R.

pGem-T-Easy

Rap2.da
Rap2. 4-Mscl
Rap2.4a-Xbal

2 500 pb
2 000 pb

Figura 3.7. Confirmacion 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 DISCUSION

Con base a la funcionalidad reportada de los genes DREB2A y RAP2.4A en Arabidopsis
thaliana y otras especies, como su participacion en la regulacion génica durante situaciones
de estrés por sequia y salinidad (DREB2A), y sequia (RAP2.4A) (Kim et al., 2011; Lin et al.,
2008), se plante6 el aislamiento de los promotores de los genes ortdlogos de Carica papaya.
Carica papaya es un cultivo de importancia econémica que posee ciertas ventajas de
estudio debido a sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, asi como por el tamafio de
su genoma, el cual es pequefo y estd 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 determinacion del
sexo, como los MADS-box (Lee et al.,, 2014), genes asociados a maduracion del fruto y
senescencia como el gen de la aminociclopropanocarboxilato oxidasa (ACC oxidasa) (Litz,
2005), muy poco se conoce acerca de los factores de transcripcion y su participacion en la
regulacion 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-Yafez 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
participacién en la regulacién transcripcional bajo condiciones de estrés abidtico, aunque
recientemente ya se han caracterizado estos genes mediante su sobrexpresién, llegando a
la conclusion de que ambos miembros AP2/ERF participan en la tolerancia a bajas y altas
temperaturas (Arroyo-Herrera et al., 2016; Figueroa-Yafiez et al., 2016). Con el objetivo de
aislar los promotores, se consiguieron los fragmentos con tamafos de ~2.1 Kb y ~2.2 Kb
para DREB2 y RAP2.4A, respectivamente, con ello, la eleccion del tamafio se consider6 en
funcién de que las secuencias reguladoras generalmente se localizan dentro de las primeras
1000 pares de bases rio arriba a partir del TSS, sin embargo dichas secuencias también
pueden encontrarse cientos e inclusive miles de bases mas arriba, y aunque hoy en dia se
cuenta con plataformas para la prediccion de promotores, sigue siendo un problema conocer
cual es el tamafio exacto del promotor involucrado en la regulacién in vivo, asi como el
definir el tamafo 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
Unica banda correspondiente al peso estimado para cada amplicon. La amplificacion de los
promotores se hizo usando una enzima de alta fidelidad para evitar la acumulacién 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 més sobre-representados, de esta forma, la delecion de un promotor
implica una serie de construcciones que comprenden varias secciones de la region
promotora fusionada a un gen reportero, lo que permite la identificacion especifica de los
elementos en cis que participan en la regulacién del gen bajo una circunstancia dada. Asi
mismo las deleciones se hicieron con la intenciéon de conocer cual puede ser la secuencia
minima para conferir actividad al promotor y determinar cual o cuéles elementos son los que
definen su funcionalidad. Lo anterior tiene miras al incursionamiento del desarrollo de
cisgénicos mediante la elaboracién de promotores sintéticos, ya que los beneficios que
ofrece esta tecnologia permite aprovechar el uso de los promotores enddégenos de especies

agricolas con el objetivo de hacerlas mas 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 reproduccion del amplicon 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 expresion PH7RWG2-35S. Cada una de las versiones que
fueron secuenciadas no presentaron mutaciones, el analisis 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 gendmico los promotores de los genes DREB2 y RAP2.4A

integros y con el tamafio 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 expresion PH7TRWG2 -35S.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS PROMOTORES PUTATIVOS DE
DREB2 Y RAP2.4A.

4.1 INTRODUCCION

La eleccion y uso del promotor adecuado es importante para garantizar su aceptacion en el
mejoramiento vegetal. La regulacion transcripcional de los genes es estricta, y esta dada por
los elementos cis-regulatorios de sus promotores, por lo que su identificacion ha permitido
discernir que estos se encuentran muy conservados entre muchas especies vegetales. El
estudio de las secuencias regulatorias in silico y la expresién de genes reporteros, permite
evaluar la posible funcionalidad de los promotores nativos, segun sea la sensibilidad de
respuesta a las diferentes estimulos a los que la planta pueda estar expuesta. De esta
manera, mas tarde resultado de su estudio, los promotores pueden ser utilizados

eficientemente en sistemas de expresién heterdlogos, segun sea el caso.

El estudio de promotores, resulta esencial para comprender la regulacion de la expresion
génica en las plantas. El aislamiento de las secuencia promotoras Yy el analisis de sus
elementos son criticos a la hora de emplearlos para probar transgenes, proteinas 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 funcibn de un promotor
normalmente es determinado por la accion combinatoria de multiples elementos reguladores
La introduccion del ADN foraneo es afectado por su localizacién en el genoma asi como por

el fondo genético del organismo hospedero (Wang et al., 2013).

Los promotores empleados en Biotecnologia, segun sus caracteristicas 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 mas estricta los promotores de este tipo dirigen la expresiéon en muchos tipos de

tejido y bajo diferentes tipos de condiciones. Son comunmente usados para evaluar
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transgenes y generalmente provienen de virus y de genes housekeeping de plantas. Uno de
los mas 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 expresioén del transgen se dé durante todo el ciclo de
vida de la planta. A pesar de ello, la alta tasa de sobreexpresion de ciertas proteinas puede
alterar el fenotipo del individuo, causando ya sea afectando su desarrollo y crecimiento,
generando una morfologia anormal, alteracion del metabolismo, entre otros (Dey et al.,
2015)

Promotores espacio temporales

Este tipo de promotores provee de un control mas preciso, pues restringe la expresion de
los genes y transgenes a ciertas células, tejidos, érganos o etapa de desarrollo. Una gama
de promotores espacio temporales se encuentra disponibles. Ejemplo de ello, son los
especificos de semillas, ya que en ellas puede promoverse la expresion 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

esporaminay la B-amilasa en tuber (Finer y Hernandez, 2013).

Promotores inducibles

Son aquellos que responden a los estimulos ambientales proporcionando una precisa
regulacién de la expresion génica mediante el control externo. Esta clase de promotores
tienen un amplio espectro de aplicaciones, sobre todo en la agricultura, ya sea en la
activacion de genes que responden a estrés biodtico o abidtico. A su vez, este grupo puede
dividirse en tres grupos segun los factores que dirigen la induccion, estos son: endégeno
regulados (hormonas vegetales), fisico regulados (factores externos como luz, calor,
patégenos o dafio mecanico) y quimico regulados (que responden a cualquier componente

quimico externo no vegetal) (Roa-Rodriguez, 2007).

Las aplicaciones de este tipo de sistema van desde el incremento en la produccion de
proteinas recombinantes, andlisis funcional de genes letales y la produccion de marcadores

para la obtencién de plantas libres de transgenes. Ejemplo de este grupo son el promotor de
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los genes de arroz OsNCED3 y Wsil8, implicado en la sintesis y sefializacién de ABA,
después de los tratamientos con ABA, sequia y salinidad en arroz (Yi et al., 2011). El uso de
promotores inducibles proporcionan un mejor control en la sobre-expresion del gen en

cuestion, asi como la reduccion de fenotipos negativos (Moore et al., 2006)

Promotores sintéticos

Los promotores sintéticos estan compuestos de una Unica combinacién de secuencias
puntuales, el cual puede contener especificos elementos reguladores. Estos difieren
notablemente del promotor nativo. La construccion 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 caracterizacion de funcionalidad de los promotores en cuestidn se realiza
mediante ensayos que pueden ser de tipo transitorios o permanentes (obtencion de plantas
transgénicas) que requieren del uso de proteinas reporteras, de las cuales las mas
ampliamente usadas son la B-glucuronidase (GUS) y la verde fluorescente (GFP), sin
embargo hoy en dia, también se usan variantes de la GFP, mejorada como la EGFP u otras
versiones como la proteina roja fluorescente (RFP), la azul (BFP), la amarilla (YFP), entre
otras (Tsien et al., 2005).

Para tal caso, el empleo de la ingenieria genética ha resultado Gtil para introducir rasgos
deseables a los cultivos. El éxito en las tecnologias 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 METODOS

En la Figura 1 se describe la estrategia que se empleara para analizar la funcionalidad de

los promotores analizados y sus respectivas deleciones.

4.2.2 EVALUACION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA ROJA FLUORESCENTE

4.2.2.1 ACONDICIONAMIENTO HIDROPONICO DE Lactuca sativa

Plantas de Lactuca sativa fueron puestas en condiciones de hidroponia. Se us6 una solucién
nutritiva (Maxigrow 1.25 g/L) empleando agua purificada y se mantuvo en oxigenacion

continua mediante una bomba de aire.

4.2.2.2 PREPARACION DE CULTIVOS DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS CEPA
EH105

Se analiz6 la expresion transitoria de la RFP bajo la delecibn 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 agroinfiltracién. El
procedimiento para llevar a cabo la agroinfiltracibn consistié en picar una colonia de
Agrobacterium tumefaciens e inocularla en 4 mL de medio LB liquido suplementado con
tetraciclina 15 mg/mL, espectinomicina 100 mg/mL, rifampicina, 100 mg/mL y acetosiringona
100 mM. Se dejo incubar en oscuridad durante 2.5 dias a 27°C + 2 °C y en agitacion a 180
rpm. Pasado el tiempo, se inici6 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 volvi6 a iniciar otro cultivo con 48 mL de
medio LB fresco y adicionado con los respectivos requermientos. Se emple6 como
preinéculo un volumen de 2 mL del cultivo anterior para tener un volumen final de 50 mL,

este Ultimo cultivo se dej6é también bajo las mismas condiciones descritas arriba.

Se crecieron los cultivos, se midié la densidad 6ptica a 600 nm y se consideré usar los
cultivos en un rango de 0.7 a 1.0 de absorbancia. Una vez conocido este dato se establecio
ajustar los cultivos a una densidad éptica final de 0.25 para ser usados en la infiltracion. El
cultivo fue centrifugado a 4 000 x g durante 10 min, se dejé durante 1 hora empastillado y se

volvié a centrifugar nuevamente de la misma manera. Se descarté el sobrenadante y se
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resuspendié con un volumen de 50 mL de buffer MES 1 M; pH 5.6, MgCl> 1 mM y
acetosiringona 100 mM (MMA), para obtener una concentracién final de 10 mM de MES, 10
mM de MgCl, y 100 uM de acetosiringona. La resuspension se hizo por inversion. Las

suspensiones se dejaron incubando a temperatura ambiente por 2 horas en oscuridad.

4.2.2.3 INFILTRACION DE HOJAS DE Lactuca sativa

Transcurrido el tiempo, se procedio a infiltrar hojas jovenes y maduras de Lactuca sativa
usando jeringas de 1 mL de capacidad. Para ello, se presion6 ligeramente sobre el punto a
infiltrar en la cara abaxial de la hoja y se infiltr6 a lo largo de la hoja de tal manera que los
cultivos infiltraran completamente la hoja. Para estas pruebas se emple6 un Mock

(simulador), que consistid en infiltrar Gnicamente con la solucién de resuspension MMA.

Las plantas se acondicionaron nuevamente en hidroponia con nueva solucion nutritiva y se

dejaron en oscuridad a una temperatura de 25 °C £ 2 °C, durante 3 dias.

4.2.2.4 TRATAMIENTOS EMPLEADOS PARA EVALUAR LA EXPRESION TRANSITORIA
DE DREB Y RAP

Posterior a este tiempo, se hicieron circulos de 2 cm de diametro con sacabocados y se
dispusieron en tratamientos de estrés por salinidad y déficit hidrico, usando NaCl 150 mM y
PEG 8000 al 10%, respectivamente. Asi mismo para cada construccion agroinfiltrada se usé
su respectivo control, que consistié en disponer los circulos en agua destilada. La manera
en que se realizé este ensayo fue como sigue; primeramente, los circulos se colocaron en
medio de dos capas de papel filtro (en forma de “sandwich”) y estos se sumergieron en las
soluciones NaCl, PEG o agua destilada, segun 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 circulos de hoja fueron a vistos al microscopio de fluorescencia Axio Scope Al
de Carl Zeiss para detectar la fluorescencia de la proteina roja fluorescente. Las muestras
fueron excitadas a 530 nm y las imagenes fueron capturadas con la cAmara digital Axiocam

MRc5 acoplada al equipo y visualizadas con el software ZEN 2.
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4.3 RESULTADOS

Para comparar la regulacion de la actividad de promCpDREB2 y promCpRAP2.4A, se
implementaron ensayos de expresion transitoria por agroinfiltracion en Lactuca sativa. Este
método fue seleccionado para evitar los largos periodos de espera de regeneracion 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 sequia, al activar la expresion de la proteina
roja fluorescente (figura 4.1). Se alude que el tipo de elementos reguladores encontrados en

sus promotores, hacen posible la expresion de la proteina reportera.

Para este experimento las hojas més jovenes localizadas en la porcion media de la planta
fueron las que permitieron una uniforme y mejor infiltraciébn. Cabe mencionar que las
concentraciones de los agentes estresantes para estos ensayos fueron idoneos para
generar una respuesta de estrés, que se corroboré con la funcionalidad positiva de los
promotores, en tanto que no se observé expresion de la RFP para los controles negativos ni

mocks (simuladores) usados.
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DREB2 RAP 2.4 MOCK

Hojajoven  Hoja madura ojajoven  Hoja madura nga,wen Hoja madura

Control
agua
PEG 8000
(10%)
NaCl
(150 mM)

Figura 4.1. Expresion de la proteina roja fluorescente en hojas de Lactuca sativa por induccion de los promotores putativos de DREB2 y RAP2.4A,

bajo condiciones simuladas de estrés por sequia y salinidad.
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4.4 DISCUSION

Los ensayos de expresion transitoria son una herramienta rdpida y conveniente para
investigacion basica 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). Ademas este tipo de pruebas han demostrado ser Utiles para evaluar la actividad de
las construcciones antes de llevar a cabo una transformacion estable. En esta etapa del
trabajo se realizaron los ensayos de expresion transitoria de las versiones completas de
DREB2 Y RAP2.4A fusionados a RFP para probar el caracter inducible de tales promotores

bajos condiciones de estrés.

Mediante microscopia de fluorescencia se detecté la expresion de la proteina roja
fluorescente para ambas construcciones, en respuesta a sequia y salinidad 24 horas pos-
tratamiento, en comparacion al mock usado y a los controles correspondientes. Este
resultado sugiere que ambos promotores contienen elementos cis reguladores que estan
respondiendo ante este tipo de estimulos y que son responsables de conducir la expresion
de la RFP, en este contexto, la intensidad de la expresion del reportero depende de la
secuencia promotora per se y de los elementos reguladores que le acompafian, de tal
manera que los factores de transcripcion en la célula se unen al promotor e influencian
directamente sobre la expresion 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 deshidratacion en DREB2 y
RAP2.4, al menos para el promotor de DREB2A de Arabidopsis, Kim y colaboradores en
2011, constatan que los elementos ABRE (PYyACGTG/TC) son importantes para la actividad
del promotor en respuesta al estrés por deshidratacion y salinidad, conforme a esto, aunque
inicialmente la secuencia ABRE fue identificada como un elemento implicado en la
sefalizacion por acido abscisico, ese mismo grupo de trabajo insinda que ABRE puede
recibir sefiales por acido abscisico. Ademas mediante ensayos de inmunoprecipitacion 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 podria ser blanco de otras
familias de factores de transcripcion como los bZIP, bHLH, asi como de las familia MYB o
WRKY, si bien se sabe pueden mediar la expresion de DREB2A, se desconoce como es el

mecanismo por el que acttan (Sibérel et al., 2001; Banerjee y Roychoudhury, 2015).
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Es importante mencionar que la deshidratacion es uno de los principales tipos de estrés que
sufren las plantas, ocasionada por salinidad y sequia, que causan a su vez un desbalance
osmético caracterizado por la pérdida de agua y disminucién de la turgencia en el tejido
vegetal, asi como la acumulacion momentanea de Ca2+ en citoplasma, el cual también
representa una especie de sensor para la sefializacion del estrés. A nivel molecular, se tiene
documentado que el estrés por deshidratacion dispara la biosintesis de ABA, el cual es una
respuesta imprescindible ante esta condicién, 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 sefiales de ABA, lo
que plantea su regulacién en ambas vias, de manera ABA dependiente e independiente. Lo
anterior al menos para DREB2A, puede soportarse con el dato que la aplicacion exégena de
ABA puede inducir una leve pero significativa expresion, pero no asi para RAP2.4 (Liu et al.,
1998; Lin K et al., 2008), asi también, otros estudios han identificado la participacion de
otros miembros de la familia AP2/ERF en ambas rutas de sefalizacion (Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 1994). Este supuesto también puede considerarse y replantearse
para CpRAP2.4Ap, ya que el gen también tiene una regulacion positiva bajo condiciones de

estrés salino y por sequia (Lin et al., 2008; Figueroa-Yafiez et al., 2016).

Otro elemento cis que ha sido reportado para la regulacion del promotor de DREB2A es el
motivo DRE/CRT, DRE (A/IGCCGAC) 6 (TACCGACAT) y CRT (TGGCCGACQC), el cual se
sabe que participa en la regulacién ABA independiente (Saléh y Pagés, 2003). No obstante,
en los promotores de estudio sdélo se identificaron de manera manual dos secuencias con la
descripcion GATGACAT y GCTGACAT en promCpDREB2 y dos con la secuencia
CACGACAT y CCCGACAT en promCpRAP2.4Ap, si bien estas secuencias podrian ser
suficientes para su reconocimiento, podrian asi, considerarse elementos relacionados a
DRE, ya que segun reportes, DREB2A (inducido por sequia) asi como DREB1A de
arabidopsis (inducido en respuesta a frio) se unen exclusivamente a la secuencia DRE,
activando la transcripcién de forma DRE-dependiente (Nakashima et al., 2000). También se
identifico 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 corl5A de arabidopsis, como
implicado en respuesta a frio, salinidad y sequia pero no a ABA (Baker et al., 1994). En el
caso de maiz, se identificaron dos elementos DRE en el promotor del gen rabl7, de los
cuales denominaron a uno como DRE2. DRE2 participa en condiciones de estrés por sequia

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 varian
en las bases flanqueantes, cabe la posibilidad que este elemento también sea regulado por
ambas vias, ABA dependiente e independiente manera, y de no ser asi, seria interesante
evaluar los promotores de otros genes que contengan este tipo de secuencias, con o sin

variabilidad entre ellas, para determinar cémo ocurre su regulacion.

Por ejemplo, Shen y colaboradores en 2004, concluyen que al menos para las ACGT-boxes,
gue se han demostrado su papel en respuesta a ABA, sigue siendo un rompecabezas el
averiguar cOmo es que las secuencias similares pueden tener un control especifico en
funcién de una sefal fisioldgica o una condiciébn 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 sefial 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 unién, 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 condicion 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 HVA1L),
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 mayoria de las proteinas de union a
la caja ACTG pertenecen a la familia bZIP (Jakoby et al., 2002), por tanto, se especula que
los factores de transcripcion 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 union de las proteinas WRKY a las W-box, asi 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 abioticos y bibticos, como estrés oxidativo, radiacion, sequia, calor,

salinidad, luz, frio, asi como durante la invasién por patdégenos (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.

Ademas, en el promotor de RAP2.4A de Carica papaya se localiz6 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 actia como mediador de la respuesta a ABA en semillas, y que este
elemento interactda con varias proteinas, incluidas las bZIPs y quizds 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 dafio oxidativo) induce la
expresion 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 esta formado por el core (CACGTG), que también es denominado G-box, el
cual puede tener variantes como (CACATG), y esta implicado en , mientras que el elemento
MYB representado con las siguientes secuencias (CGGTCA/TAACTG/CAACTG/GTTAGTT)
(o bien llamadas MBS-boxes, son reconocidas por proteinas que llevan el mismo nombre:
MYB), parece ser mas versatil, sin embargo, tal o cual afinidad tenga la proteina hacia una
determinada secuencia depende de la condicion bajo la que se encuentre el promotor. No
obstante, en arroz las MBS boxes fueron encontradas en los promotores de cinco genes y
se observo que la inducibilidad por sequia de dichos genes esta asociada con los sitios de
unién a MYB (Pandey et al., 2015).

Otra clase de motivos hallados fueron los GCC-like boxes (AGCCGCC) y CGCG-boxes
(A/C/GICGCGI/CIGIT), se sabe que los motivos GCC son activos en una serie de
promotores que dirigen la expresion de genes implicados en la respuesta a patégenos
mediada por jasmonato, en la sefializacion por luz y a sequia. El motivo CGCG, esti
asociado con la sefalizacion por calcio durante el estrés por deshidratacion, como también
por la sefalizacién de ABA, etileno, SA e inclusive en la sefializacién por gravedad (Datta y
Muthukrishnan, 1999; Hirt y Shinozaki, 2004; Cho y Choi et al., 2009; Merillbn y Ramawat,
2011). Aunque las secuencias suelen ser muy parecidas, la sustitucion de bases
flanqueantes es la que determina qué clase de trans factor ha de unirsele, que estd en

funcién 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, encontrandose de 1 a 3 motivos de cada
tipo a lo largo de las regiones promotoras. Es posible que alguno de estos motivos
desconocidos tenga algun rol puntual sobre la funcionalidad del promotor bajo algun tipo de
estrés. Podria asociarse la idea de que exista la posibilidad de que alguno de ellos participe
en las condiciones de salinidad y sequia dadas para los ensayos hechos en este trabajo, lo
anterior con el patron observado: la gran mayoria de elementos ya caracterizados estan
implicados en respuesta a salinidad y sequia. Resulta interesante continuar con los analisis
experimentales para conocer de qué manera esos elementos desconocidos podrian regular
la actividad del promotor, asi como averiguar qué tipo de trans proteinas pueden interactuar

con ellas.

En los dltimos afios, muchos genes estrés-inducibles de un gran namero 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 participacion en condiciones de estrés. La
sobre-expresion 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-especificos son reconocidos por los factores de
transcripcién apropiados para esa condicion, por lo que expresar un gen de manera
constitutiva generalmente conlleva a la obtencion de organismos anormales. En términos de
ejemplificacion, la sobre-expresion de DREB1A dirigida por el promotor constitutivo del 35S
genera fenotipos con anomalias morfolégicas 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 sobrexpresion de trehalosa en arroz, el cual es regulado
por un promotor inducible por acido abscisico, la regulacion mediada por este promotor
confiere a la planta tolerancia a salinidad, sequia y frio, y menor dafio oxidante (Gerg et al.,
2002).
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4.5 CONCLUSIONES

Para el analisis in vivo de promCpDREB2 y promCpRAP2.4A, se adapté una serie de
ensayos que permitieron el andlisis eficiente de la expresién transitoria de la proteina 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
NACI) y por sequia (simulada con PEG 8000).

Los elementos regulatorios en cis que pueden influir significativamente en la regulacién 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 unién a proteinas que participan
activamente bajo situaciones de estrés por deshidratacion y otras, proteinas que pueden

actuar de manera dependiente e independiente a ABA y regular a DREB2 y RAP2.4A.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento de cuatro versiones del promotor del gen DREB2 y de tres versiones
del promotor del gen RAP2.4A. Se evalué la funcionalidad de las versiones completas de
cada promotor mediante la transformacién transitoria de hojas de Lactuca sativa y se
determind su caracter inducible bajo condiciones simuladas de salinidad y sequia a través

de la expresion de la proteina roja fluorescente.

El empleo de herramientas bioinformaticas y bases de datos como MEME suite, TOMTOM,
PLACE y PLANT CARE, permiten dar una idea de la composicion y de la funcionalidad de
los elementos regulatorios de los promotores. Para ambos promotores los motivos mas
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 mayoria, los elementos
reguladores en cis de estos promotores estan relacionados con la respuesta al estrés, se
plantea que tanto CopDREB2 y CpRAP2.4A participan en una red de regulacion bastante
amplia y compleja, en la que ademéas de su autorregulacién, su transcripcion también es
controlada por factores de transcripcion de las familias bZIP, NAC, MYB, WRKY, CAMTA e
inclusive AP2/ERF. Dado que los dominios de union a DNA reconocen estos elementos que
generalmente son degeneradas, es claro que los factores de transcripcion no Gnicamente se
unen a las secuencias consenso, sino que al igual pueden unirse a las secuencias que

varian en una, dos o mas bases de esas secuencias.

Finalmente, el analisis funcional de los factores de transcripcion permite generar mayor
informacion sobre las redes regulatorias involucradas en respuestas al estrés abiotico y la
coincidencia entre diferentes rutas de sefializacion durante el estrés. Por esta razon se
puede considerar a los factores de transcripcion como elementos claves e indispensables
para el entendimiento de las bases moleculares que modulan las respuestas bioquimicas y
fisiologicas de las plantas, asi como de los mecanismos de resistencia/tolerancia, bajo una
condicién estresante. De esta manera, los factores de transcripcion 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 solo 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 transcripcion

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 sequia, asi como
encontrar el promotor minimo. Inclusive considerar la caracterizacién de los promotores ante
situaciones de estrés distintas como temperaturas extremas, hipoxia o ante patégenos, asi
como de las fitohormonas sefalizadoras por patégenos como acido jasmoénico y &cido
salicilico, puesto que los motivos descubiertos indican que la actividad transcripcional de

DREB2 y RAP2.4A de Carica papaya podria ser inducida también por este tipo de estreses.

Por otra parte, considerar la evaluacion de los motivos conservados e identificados con sus
respectivas variantes, ya que segun reportes, las bases flanqueantes de los consensos de
los elementos regulatorios estan estrechamente relacionadas con la especificidad de
reconocimiento por parte de los factores de transcripcion. Asi también, profundizar en el
andlisis de los motivos putativos no caracterizados, debido a que pueden tener una funcion

relevante durante condiciones de estrés o procesos bioldgicos determinados.

El proposito de este proyecto es dar lugar al uso de promCpDREB2 y promCpRAP2.4A
como promotores inducibles, ya que este tipo de promotores permitirian dirigir la expresion
de un determinado gen ante estimulos especificos. Aln més resultaria atractivo usar estos
promotores para el mejoramiento genético de Carica papaya, y asi generar cultivos

completamente cisgénicos.
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